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ACRÓNIMOS 
7-CC 7-cetocolesterol 
AA Aminoácidos 
AMPK Una vía de señalización celular 
ATP Adenina tri-fosfato 
AUC Del inglés, área bajo la curva 
AVV9 Adenovirus asociado serotipo 9 
BHT Butil hidroxitolueno 
CCL18/PARC 
Quimiocina ligando 18/quimiocina reguladora de 
activación pulmonar 
cDNA DNA complementario 
CEICA Comité Ético de Investigación Clínica de Aragón 
CIBERER 
Centro de Investigación Biomédica en Red de 
Enfermedades Raras 
d7-7CC 7-cetocolesterol con 7 deuterios 
ddNTPs Disdesoxinucleótidos trifosfato terminadores  
DLAL Déficit de lipasa ácida lisosomal 
DMSO Dimetilsulfóxido 
dNTPs Dinucleótidos 
ECR Del inglés, dominios altamente conservados 
EDL Enfermedad de depósito lisosomal 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético  
EG Enfermedad de Gaucher 
ERAD 
Del inglés, sistema de degradación proteica asociado al 
retículo endoplásmico 
ERK Una vía de señalización celular 
GM2/GM3 Gangliósidos 
GRCh38 
Del inglés, versión 38 del Consorcio para el Genoma 
Humano de Referencia 
GSH Glutatión 
HDACi Del inglés, inhibidor de histona deacetilasas 
HGMD 
Del inglés, base de datos de mutaciones en el genoma 
humano 
HPCDs 2-Hidoxipropil--ciclodextrinas 
HPLC Del inglés, cromatografía líquida de alta resolución 
HSF Human Splicing Finder 
HSP Del inglés, proteínas de choque térmico 
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IC Intervalo de confianza 
IIS  Instituto de Investigación Sanitaria 
LDL Del inglés, lipoproteína de baja densidad 
MC Del inglés, contactos entre membranas 
MCC Coeficiente de correlación de Matthews 
MLPA 
Del inglés, amplificación de sondas dependiente de 
ligandos múltiples 
mRNA RNA mensajero 
NCBI 
Del inglés, base de datos Gene del Centro Nacional de 
Información Bioinformática  
NGS Del inglés, secuenciación de nueva generación 
NP Niemann Pick 
NP-A/B Niemann Pick tipos A o B 
NP-C Niemann Pick tipo C 
NPCBA1 Ácido 3b-hidroxi,7-b-N-acetilglucosaminilo-5-colenoico 
NPCBA2 3b,5a,6b-trihidroxicolanil-glicina 
NPC-SI 
Del inglés, índice de sospecha de enfermedad de 
Niemann Pick tipo C 
PBS Tampón fosfato salino 
PCR Del inglés, reacción en cadena de la polimerasa 
PDB Del inglés, base de datos de proteínas 
qRT-PCR PCR cuantitativa mediante retrotranscripción 
QT Quitotriosidasa 
RE Retículo endoplásmico 
ROC Del inglés, curva operador-receptor 
ROE Resistencia osmótica eritrocitaria 
ROS Del inglés, especies oxigeno reactivas 
SANDO 
Del inglés, neuropatía atáxica sensitiva, disartria y 
oftalmoplejia 
SSD Del inglés, dominio de unión a esteroles 
TAE 
Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) + Tris 
aminometano + Ácido acético 
UTR Del inglés, región no transcrita 
VSGP Del inglés, parálisis supranuclear de la mirada vertical 
VUS Del inglés, variante de significado incierto 
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Introducción 
La enfermedad de Niemann Pick tipo C (NP-C, MIM#257220 y MIM#607625) es una enfermedad 
rara, con una prevalencia estimada de 1/89.229 nacimientos. Se trata de una enfermedad de 
depósito lisosomal, en la que, a causa de un déficit del transporte desde el lisosoma al exterior, 
este se acumula, provocando la disfunción de este orgánulo y de las vías metabólicas en las que 
está implicado.  
En el aspecto clínico la enfermedad de NP-C provoca alteraciones a tres niveles, sistémico, 
neurológico y psiquiátrico, siendo las manifestaciones más comunes las visceromegalias, ataxia 
y la parálisis de la mirada vertical. Su clasificación se basa en el momento de aparición de la 
sintomatología neurológica definiendo 5 grupos: 1.- Perinatal, 2.- Infantil precoz, 3.- infantil 
tardía, 4.- Juvenil, 5.- Adolescente/Adulta. 
Los genes responsables de la enfermedad son NPC1 y NPC2, que codifican las proteínas 
lisosomales que se ocupan del transporte intracelular del colesterol. El gen NPC1 
(MIM#607623), alterado en el 95% de los casos diagnosticados, es un gen de gran tamaño con 
una gran variabilidad polimórfica. Se han descrito más de 700 variantes en el gen, siendo 453 
causales de la enfermedad de Niemann Pick tipo C. El gen NCP2 (MIM#601015), tiene un tamaño 
mucho menor, y sólo se ha asociado a enfermedad en un 4% de los casos. La mayoría de 
variantes patogénicas detectadas afectan únicamente a un familia, habiéndose descrito sólo 27 
asociadas a la enfermedad. 
La fisiopatología de la enfermedad es consecuencia del defecto en las proteínas NPC1 y NPC2, 
la primera se localiza en la membrana del lisosoma y la segunda es una pequeña proteína soluble 
que se localiza en el lumen de este orgánulo. La principal función de ambas es transportar el 
colesterol fuera del lisosoma, cuando este es recibido por la proteína NPC2 esta se lo transfiere 
a NPC1, que se encuentra inmovilizada en la membrana y actúa transfiriéndolo a su destino.  
El algoritmo diagnóstico de la enfermedad se inicia con la sospecha clínica de la misma, a 
continuación se analizan biomarcadores plasmáticos sugestivos de enfermedad de depósito 
lisosomal  y en función del resultado de estos se procede a la secuenciación de los genes 
responsables. En función de los hallazgos que se obtengan se confirma o desmiente la sospecha 
o será necesario realizar pruebas complementarias (ampliar el estudio molecular o realizar 
tinciones para detectar el colesterol acumulado) para intentar llegar a un diagnóstico definitivo. 
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La enfermedad de NP-C no tiene un tratamiento curativo, actualmente el único que está 
aprobado por la Agencia del Medicamento es el Miglustat, un inhibidor de la síntesis de 
glicoesfingolípidos que evita su acúmulo y por lo tanto mejora la sintomatología. Además gracias 
a su pequeño tamaño puede atravesar la barrera hematoencefálica teniendo efecto también a 
nivel de sintomatología neurológica. 
Hipótesis 
La dificultad que plantea el diagnóstico de la enfermedad de Niemann-Pick C induce a la 
búsqueda de indicadores diagnósticos a tres niveles: técnicas simplificadas de cribado, análisis 
de los mejores biomarcadores y profundizar en el estudio genético. Estas mejoras permitirían la 
identificación precoz de pacientes con riesgo de desarrollar daño neurológico irreversible. 
 
Objetivos 
Los objetivos del presente trabajo se han dividido en dos grandes bloques: 
El “Bloque 01: Estudios para detectar la enfermedad” consta de dos objetivos: 1.- Desarrollar un 
nuevo sistema de cribado para mejorar la detección de pacientes; y 2.- Evaluar la eficacia de la 
determinación combinada de marcadores subrogados de enfermedad de depósito lisosomal. 
El “Bloque 02: Estudio genético de la enfermedad” tiene tres objetivos: 1.- Caracterizar los genes 
responsables de la enfermedad de Niemann Pick tipo C en la población española; 2.- Asignar un 
efecto a algunas variantes patogénicas no descritas previamente o cuyo significado se 
desconoce; y 3.- Evaluar otros factores que pueden estar influyendo en la regulación del gen 
NPC1 y por lo tanto en el desarrollo de la enfermedad. 
Material y métodos 
Para cumplir con los objetivos propuestos se analizaron tres grupos poblacionales, a los que se 
les realizó el estudio diagnóstico de la enfermedad de NP-C a partir de sangre total recibida en 
el laboratorio en un plazo máximo de 24h tras la extracción.  
El primer grupo, utilizado para cumplir el objetivo 1,  estaba compuesto por 121 individuos, 18 
afectos de EDLs (NP-C o DLAL) y 103 controles a los que se les realizó un test de resistencia 
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osmótica eritrocitaria, a 73 de ellos (10 afectados y 63 controles) se les realizó la determinación 
de concentración de colesterol en la membrana eritrocitaria.  
El segundo grupo constaba de 180 individuos remitidos como sospecha de NP-C no relacionados 
entre ellos a los que se les realizó el estudio diagnóstico completo (cálculo del NPC-SI, 
determinación de biomarcadores y caracterización de los genes NPC1 y NPC2 mediante 
secuenciación Sanger) siempre que fue posible. Además, según la disponibilidad de muestra y la 
necesidad de ampliar el estudio, se realizó la secuenciación del cDNA del gen NPC1 y se 
cuantificó su expresión mediante RT-qPCR . Este grupo se utilizó para estudiar los objetivos 2, 3 
y 4. 
Finalmente, a un pequeño grupo de 11 individuos portadores de una variante patogénica o de 
significado incierto en heterocigosidad, clínica sugestiva de NP-C y al menos un biomarcador 
alterado, se le realizó la secuenciación del exoma completo con la finalidad de identificar nuevos 
genes que pudieran asociarse a la enfermedad de NP-C o variantes que justificaran la presencia 
de sintomatología en sujetos heterocigotos. Así mismo, a un subgrupo de este se le analizó la 
secuencia del miR33a, asociado a la regulación del gen NPC1 para valorar la integridad de la 
misma. Con estos estudios se daba por desarrollado el objetivo 5 propuesto en este trabajo. 
Resultados y Discusión 
Respecto al primer objetivo, el grupo analizado estaba formado por 103 controles, 12 afectados 
de DLAL y 6 afectados de NP-C. El test de resistencia osmótica eritrocitaria (ROE) mostró un 
incremento estadísticamente significativo en la resistencia a la rotura en el grupo de afectos 
(incluyendo las dos patologías) respecto al grupo control. Esta diferencia se maximizaba a una 
concentración de solución salina del 0,49% obteniendo un p-valor mediante el test U de Mann-
Whitney de 0,00 y un área bajo la curva de 0,84. 
A pesar de que el test nos permitía diferenciar afectos de las EDL estudiadas, de la población 
general, no permitía identificar cuál de las dos patologías incluidas era la que presentaba el 
sujeto. 
La cuantificación de la concentración de colesterol en membrana eritrocitaria se realizó a un 
grupo control y a un grupo de afectos que incluía NP-C  y DLAL en la misma proporción, pero no 
se observaron diferencias significativas entre los grupos, por lo que no podemos considerar que 
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el incremento en la resistencia de la membrana se deba a una alteración en la concentración de 
colesterol de la misma.  
Respecto a la evaluación de la utilidad de biomarcadores plasmáticos para valorar la enfermedad 
de NP-C, se partió de un total de 180 individuos con sospecha de NP-C. De 148 de ellos se 
disponía de información clínica lo que nos permitió validar la herramienta de sospecha clínica 
(NPC-SI), obteniendo una muy baja especificidad para la misma (48%).  
A 165 individuos se les pudo realizar la evaluación de los tres biomarcadores plasmáticos 
incluidos en el trabajo (quitotriosidasa, quimiocina CCL18/PARC y 7-cetocolesterol). En primer 
lugar se estableció un punto de corte para separar afectos y controles para cada uno de los 
biomarcadores, estableciendo unos niveles de sensibilidad y especificidad mínimos del 100% y 
del 80% respectivamente. Posteriormente, se evaluó la capacidad de discriminación utilizando 
los tres marcadores simultáneamente, llegando a identificar a los afectados de enfermedad de 
NP-C con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 98%.  
Ninguno de los marcadores analizados son específicos de la enfermedad de NP-C, por lo que, a 
pesar de mostrar una clara indicación de enfermedad no aseguran el diagnóstico, pudiendo 
encontrarse los tres marcadores elevados en otras patologías de depósito como DLAL y NP-A/B. 
Respecto a la evaluación clínica de los individuos incluidos en el estudio, las manifestaciones 
más frecuentes fueron la ataxia (55,8%) y la demencia (33,7%). Pero si nos centramos en lo 
observado en los pacientes afectados, estas manifestaciones afectarían al 40%, siendo más 
frecuente la esplenomegalia. 
Se ha realizado un estudio para detectar los predictores bioinformáticos con mayor eficiencia 
para el estudio de los genes NPC1 y NPC2, analizando un conjunto de variantes cuyo efecto se 
conocía previamente mediante 15 algoritmos diferentes si su localización era exónica o 10 si se 
situaba en región intrónica, obteniendo los mejores resultados con MutPred1 en las 
sustituciones en región exónica que afectan a la secuencia aminoacídica y Human Splicing Finder 
si la variante se localiza en el intrón alterando la secuencia canónica de ayuste. 
Se analizaron mediante secuenciación Sanger los genes asociados a la enfermedad en 180  
individuos con sintomatología de NP-C. De estos, 15 se clasificaron como afectados de la 
enfermedad al finalizar el presente trabajo: 10 eran portadores de dos variantes patogénicas, 2 
presentaban deleciones no descritas previamente y que tras este trabajo se han considerado 
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patogénicas y, 3 eran portadores de una variante patogénica y otra no descrita hasta el 
momento que también ha podido asociarse a patogenicidad. Todas estas variantes se 
encuentran en el gen NPC1, ya que en el gen NPC2 solamente se observó en una región intrónica 
una variante no patogénica según los predictores bioinformáticos. 
En el gen NPC1 se han observado tres variantes de efecto neutral o benigno que no se habían 
descrito previamente en población ibérica, aumentando este valor hasta seis si solamente 
consideramos las variantes incluidas en la base de datos de población española realizada por el 
Centro de Investigación en Red de Enfermedades Raras (CIBERER). Respecto a las variantes 
asociadas a patogenicidad, de las 453 variantes registradas en la base de datos HGMD (The 
human gene mutation database), solamente 23 se han observado en nuestra población, además 
una de ellas presentaba una frecuencia superior al 1%, siendo mucho mayor a la frecuencia 
observada en la variante causal más frecuente en población europea según la literatura o en el 
registro de variantes asociadas a NP-C de la Universidad de Tübingen (Alemania). 
En este trabajo se han detectado cinco variantes de significado incierto y 19 no descritas 
previamente. Del total de variantes observadas tres de ellas se han podido reclasificar como 
variantes causales de enfermedad, teniendo en consideración los datos clínicos de los pacientes 
y el resultado de los predictores bioinformáticos, así como el estudio conservacional de la 
secuencia de la proteína y las alteraciones estructurales que la variante causa en la misma.  
Finalmente, y buscando una posible explicación al porcentaje de casos de enfermedad de NP-C 
en el que no se encuentran las variantes genéticas causales, se realizó el estudio del exoma 
completo de 11 individuos con sintomatología clínica, una variante causal o de efecto 
desconocido en heterocigosidad y al menos, un marcador plasmático elevado. Tres de estos 
individuos formaban parte de las 180 sospechas analizadas y presentaban una marcada 
elevación de los tres biomarcadores en combinación con una variante asociada a patogenicidad 
en heterocigosidad. En primer lugar se buscaron variantes causales de otras patologías cuya 
sintomatología pudiera corresponderse con la presentada por cada uno de los individuos, de 
este modo cuatro casos pudieron ser diagnosticados de otras patologías (NP-A/B, esferocitosis 
hereditaria, SANDO y  paraplejía espástica. En los siete casos restantes no se observaron 
variantes genéticas que pudiesen asociarse a otras patologías, pero tampoco se observaron 
variantes genéticas comunes entre los pacientes, que pudiesen asociarse a enfermedad de NP-
C ni analizándolos todos en un único bloque ni agrupándolos en base a las manifestaciones 
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clínicas que presentaban. Los resultados de este estudio nos muestran la elevada complejidad 
del diagnóstico de esta enfermedad y la importancia de una correcta orientación clínica. 
Para comprobar si existía una afectación en la regulación del gen NPC1 causada por una 
alteración en la secuencia del miR33a se analizó la misma mediante secuenciación Sanger, 
observando dos variantes en un único paciente que no mostró una alteración en la expresión 
del gen NPC1 por lo que no podemos considerar que las variantes detectadas tengan efecto 
sobre la capacidad regulatoria de miR33a. 
Con lo expuesto en este resumen consideramos que se ha dado respuesta los 5 objetivos 
propuestos, presentando un nuevo sistema de cribado y la eficacia de la combinación del estudio 
de marcadores plasmáticos, así como exponiendo las peculiaridades que presentan los genes 
NPC1 y NPC2 en nuestra población respecto lo previamente publicado, evaluando el efecto de 
variantes no descritas hasta el momento y estudiando otros mecanismos por los que la 
expresión del gen NPC1 pudiese estar alterada para justificar la presencia de sintomatología 
clínica en ausencia de variantes genéticas asociadas a la enfermedad.   
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2.1 ANTECEDENTES HISTÓRICOS 
El término enfermedad de Niemann Pick (NP) empezó a utilizarse a raíz de los trabajos 
publicados por el pediatra Albert Niemann y el anatomopatólogo Ludwig Pick en 1914 y 1927 
respectivamente. Estos trabajos junto al de Klenk de 1934 en el que describía la esfingomielina 
como el principal depósito lisosomal, definieron la enfermedad de NP como un grupo 
heterogéneo de afectaciones debidas a una sobrecarga lisosomal [1].  
La publicación de Crocker y Farber en 1958 que incluía una revisión de 18 pacientes, demostró 
la gran variabilidad fenotípica que presentaban estos pacientes [1] y permitió que en 1961 se 
publicara una clasificación de la enfermedad en 4 tipos [2]: 
• Tipo A: Forma clásica de presentación en la infancia temprana, mayoritariamente 
detectada en población judía. Los sujetos mueren prematuramente (1-2 años). 
• Tipo B: Alta afectación visceral, pero sin afectación neurológica que se presenta entre 
los 4-13 años.  
• Tipo C: Forma moderada. Presente mayoritariamente en población no judía. Presenta 
menor acúmulo lipídico en tejido y menor afectación visceral. La edad de defunción se 
sitúa en torno a los 4-5 años. 
• Tipo D: Forma “Nueva Escocia”. Presente en población católica de esa región se observa 
en la infancia tardía, presenta una afectación visceral ligeramente mayor que el tipo C y 
un acúmulo lipídico similar. La edad de fallecimiento se sitúa entre los 12-20 años. 
Fue el equipo del Dr. Roscoe Brady quien en 1965 describió que la esfingomielinasa es la enzima 
responsable de la enfermedad de NP estudiando pacientes con la forma clásica de la 
enfermedad [3], pero en 1980 un estudio que comparaba la recuperación de la actividad 
enzimática en los cuatro grupos de NP detectó que esta se producía en los tipos A y B (NP-A/B), 
pero no en los tipos C y D [4]. En 1985 un estudio en fibroblastos de 20 pacientes de NP tipo C 
(NP-C) detectó un acúmulo de colesterol no esterificado, no observado en los pacientes con 
déficit de esfingomielinasa [5] por lo que pasó a considerarse, junto con la tipo D una entidad 
diferente a la enfermedad de NP-A/B. 
Pasaron siete años hasta que se pudo identificar la región cromosómica asociada a la 
enfermedad de NP-C, localizándose en el cromosoma 18 [6], aunque posteriormente, en 1994, 
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Steinberg y cols. identificaron un segundo grupo de complementación, menos frecuente que el 
previamente descrito y con una grave afectación pulmonar que no se localizaba en esa región 
[7]. Aún fueron necesarios unos años para que, en 1997 el grupo de Eugene Carstea identificara 
al gen NPC1 como el responsable del mayor grupo de complementación para la enfermedad de 
NP-C y, ese mismo año se descubrió que el gen responsable de NP tipo D se localizaba en la 
misma región que NPC1 y posteriormente que correspondía a una variante concreta del mismo 
gen, por lo que, los tipos C y D pasaron a considerarse una única enfermedad (NP-C) [8,9].  
En el año 2000 el gen HE1, actualmente conocido como NPC2, fue identificado como el 
responsable del segundo grupo de complementación de la enfermedad de NP-C [10,11], 
quedando establecida la causa genética de la enfermedad. 
2.2 EPIDEMIOLOGÍA 
La frecuencia de la NP-C no está bien establecida, dada las dificultades que entraña el 
diagnóstico de la misma. Se trata de una enfermedad pan-étnica, a diferencia de lo que se 
postulaba cuando se acuño el término en 1961, pero la frecuencia entre poblaciones es diversa. 
Las prevalencias publicadas oscilan entre 1/45.454 nacimientos en población portuguesa y 
1/211.000 en población australiana [12,13]. 
Estas frecuencias se cree que pueden estar infraestimadas, ya que existe un fenotipo tardío de 
la enfermedad de NP-C que puede presentar una sintomatología exclusivamente visceral o con 
una afectación neurológica muy leve, y cuya incidencia potencial se supone entre 1/19.077 ó 
1/36.420 individuos [14]. 
En el momento en que se descubrió el segundo grupo de complementación de la enfermedad 
de NP-C ya se observó que la frecuencia de este era mucho menor. Estudios mediante técnicas 
de secuenciación masiva estiman una frecuencia de 1/92.104 y 1/2.858.998 individuos para los 
grupos de complementación 1 y 2 respectivamente [14]. 
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2.3 MANIFESTACIONES CLÍNICAS 
Los pacientes afectados de enfermedad de NP-C, pueden presentar tres tipos de 
manifestaciones: viscerales, neurológicas y psiquiátricas. Además, los pacientes del segundo 
grupo de complementación (NP-C2) presentan una afectación grave del sistema respiratorio. La 
sintomatología visceral afecta principalmente a hígado, bazo y pulmones, mientras que la 
neurológica muestra más afectación músculo-esquelética, visual y a nivel de área faringo-
esofágica. La afectación psiquiátrica tiene su origen a nivel cerebral (Figura 2.3.1). 
2.3.1 Afectación sistémica 
La sintomatología visceral suele ser la primera en presentarse, pudiendo ser en forma de 
colestasis neonatal temporal, esplenomegalia o hepato-esplenomegalia principalmente [15]. 
Las formas más tempranas de la enfermedad suelen manifestarse con ascitis o hydrops fetalis 
junto con las organomegalias. Además, a causa de estas, es frecuente la trombocitopenia leve. 
En cambio, en las formas adultas de la enfermedad de NP-C, estos hallazgos no producen 
síntomas y se detectan principalmente en estudios rutinarios [16].  
 
Figura 2.3.1. Esquema de la sintomatología más relevante en la enfermedad de NP 
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La afectación visceral se manifiesta como esplenomegalia que puede ocurrir de forma aislada o 
con hepatomegalia, con un amplio rango de tamaño, existiendo formas donde el aumento del 
bazo es prácticamente indetectable por palpación y debe precisarse por técnicas de imagen y 
otras donde se puede detectar fácilmente por palpación [17]. La hepatomegalia es menos 
frecuente e igualmente inespecífica apareciendo en múltiples ocasiones de forma simultánea a 
la esplenomegalia [18]. La presencia de estos síntomas no guarda relación con la afectación 
neurológica que pueda presentar el paciente. 
Según varios estudios, la enfermedad de NP-C es la segunda causa más frecuente de colestasis 
neonatal, que en la mayoría de los casos se produce por un defecto funcional del hígado en el 
periodo fetal. [19,20]. Este signo, igual que la ictericia que provoca en estos pacientes, suele 
remitir de forma espontánea, por lo que puede no aparecer en las historias clínicas y por lo 
tanto, tener registrada una incidencia infravalorada, pero se considera que podría estar 
presente en el 40-50% de los afectos [21]. 
2.3.1.1 Afectación pulmonar 
El primer caso de afectación respiratoria en la enfermedad de NP-C se publicó en 1990 [22] y en 
1998 se publicó su asociación con el segundo grupo de complementación de la enfermedad de 
NP-C [23]. Su manifestación es temprana, principalmente en forma de dificultad respiratoria, 
tos no productiva e infecciones respiratorias de repetición [24] con un rápido deterioro del 
estado del paciente y de media, un exitus a los ocho meses de la aparición de la sintomatología 
[25]. 
El estudio radiológico muestra un infiltrado en el intersticio pulmonar que genera una opacidad 
en la imagen. Tras el estudio histológico se observa que el infiltrado está formado 
principalmente por linfocitos, histiocitos y células espumosas (macrófagos) (Figura 2.3.2). 
[23,24].  
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El lavado broncoalveolar muestra una proteinosis por acumulación de surfactante no funcional 
debido a un exceso de colesterol y, a diferencia de otras proteinosis, una baja cuantificación de 
proteína [24,26]. 
2.3.1.2 Afectación del sistema inmune 
En los pacientes con enfermedad de NP-C existe un desequilibrio entre la presencia tisular y 
circulatoria de células asesinas naturales, siendo su proporción en los tejidos mayor de lo 
esperado. Además, se ha observado que estas células presentan alteraciones de su estado 
madurativo, presentando un menor número de vesículas citotóxicas [27], lo que puede influir 
en la mayor incidencia de infecciones en estos pacientes [28]. 
2.3.2 Afectación del sistema nervioso 
Las manifestaciones neurológicas son las más características de la enfermedad de NP-C y las más 
debilitantes. Se utilizan para clasificar a los pacientes, como veremos más adelante, a pesar de 
que se han descrito algunos casos sin clínica neurológica [14,29]. Son manifestaciones complejas 
de detectar, ya que la temprana aparición de sintomatología psiquiátrica puede enmascararlas 
[30]. 
La sintomatología más común en estos pacientes afecta a la marcha (ataxia), a la manipulación 
de objetos (distonía y dismetría), al habla (disartria) y a los movimientos de deglución (disfagia). 
Así mismo otra alteración motriz, como es la parálisis de la mirada vertical es un signo bastante 
específico de la enfermedad [15,31]. 
Figura 2.3.2. Imágenes de un paciente con NP-C2. Imagen A:  Radiografía de tórax en la que se aprecia la 
opacidad pulmonar. Imagen B: Imagen histológica de una biopsia de pulmón de afecto de NP-C2 teñida 
con hematoxilina-eosina. Imagen C: Biopsia de pulmón del mismo sujeto, teñida mediante PAS (ácido 
periódico y Schiff). Imagen publicada por Griese et al. 2010. 
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2.3.2.1 Ataxia 
La ataxia cerebelar suele presentarse en un 85-90% de los casos de NP-C, pero no es una 
manifestación específica, por lo que es fácil que no se asocie como indicador al diagnóstico de 
la enfermedad [15]. 
En los sujetos con NP-C suele presentarse un enlentecimiento del movimiento con el fin de 
asegurar el mismo, por ejemplo, los niños con la enfermedad no suelen correr sino caminar 
[15,17]. 
2.3.2.2 Deterioro cognitivo 
La neurodegeneración progresiva que presentan los pacientes suele terminar generando una 
demencia temprana en la mayoría de casos. El deterioro cognitivo es uno de los rasgos 
mayoritarios, encontrándose en un 86% de los afectos y apareciendo en las primeras etapas de 
la enfermedad [32].  
Suele iniciarse con alteraciones en el lenguaje (disartria), pérdidas de memoria y problemas 
motores, progresando a alteraciones del comportamiento y un exceso de confianza con la gente 
a causa de alteraciones en el lóbulo frontal [30]. 
2.3.2.3 Parálisis de la mirada 
La parálisis supranuclear de la mirada vertical (VSGP, acrónimo en inglés) es la alteración 
neurológica más frecuente y más específica de la enfermedad de NP-C, observándose en un 65% 
de los afectos [33].  Suele manifestarse en primer lugar en forma de parálisis de la mirada 
vertical, presentándose inicialmente en forma de movimientos sacádicos voluntarios en 
dirección vertical, aunque puede progresar y afectar también a los movimientos horizontales 
[30,34]. Esta alteración se debe a una afectación de los pares craneales III y IV [33]. 
La dificultad de ajustar la mirada vertical puede traducirse en caídas frecuentes al subir o bajar 
escaleras o en inclinaciones de la cabeza para realizar tareas cotidianas como escribir por lo que 
se debe estar atento a estas manifestaciones. Esta alteración puede confundirse con la apraxia 
oculomotora, aunque esta suele iniciarse con alteraciones de la mirada horizontal y no vertical, 
además en el caso de la VSGP se observa una reducción de la frecuencia y amplitud de las 
sacadas que no se detecta en la apraxia oculomotora [17]. 
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2.3.3 Afectación psiquiátrica 
La sintomatología psiquiátrica aparece principalmente en la adolescencia o edad adulta de los 
afectos de NP-C, precediendo a la sintomatología neurológica en la mayoría de los casos. El 
rango de síntomas es amplio en la adolescencia suelen presentarse problemas de 
comportamiento y en la escolarización, cuando se manifiestan en la edad adulta disfunciones 
afectivas, psicosis y demencias son los síntomas más frecuentes [30, 35, 36]. 
El último estudio publicado por el registro internacional agrupa los síntomas psiquiátricos en 6 
grupos, excluyendo de esta clasificación los trastornos cognitivos (demencia, discapacidad 
intelectual, deterioro cognitivo, etc.) que pasan a considerarse alteraciones neurológicas [31]:  
• Trastornos psicóticos: esquizofrenia, trastornos esquizo-afectivos, ilusiones, 
alucinaciones, desorientación y psicosis.  
• Trastornos relacionados con el estado de ánimo: depresión, cambios bruscos del estado 
de ánimo, hipomanías, irritabilidad y labilidad emocional. 
• Trastornos en el control de los impulsos: alteraciones en el comportamiento, 
agresividad, agitación e inquietud. 
• Trastornos del espectro autista (TEA). 
• Ansiedad, incluyendo ataques de pánico. 
• Otras manifestaciones psiquiátricas. 
Uno de los principales problemas que supone la aparición precoz de sintomatología psiquiátrica 
es la confusión que genera en el clínico, que focaliza las sospechas diagnósticas a entidades de 
este grupo, existiendo diagnósticos iniciales de esquizofrenia, Alzheimer, demencia 
frontotemporal, enfermedad de Parkinson o esclerosis múltiple en pacientes que 
posteriormente fueron diagnosticados de NP-C pudiendo retrasar el correcto diagnóstico del 
paciente varios años [30]. 
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2.4 CLASIFICACIÓN DE LOS PACIENTES DE ENFERMEDAD 
DE NP-C 
La primera clasificación de pacientes afectos de NP-C la realizaron Higgins y cols. en 1992, 
asignando dos grupos en función de la edad del paciente (menor o mayor de 4 años) y de cuatro 
estadios cada uno [37].  
• Estadio 0: Pacientes asintomáticos.  
• Estadio 1: Alteraciones motoras y cognitivas, además de afectación de las sacadas 
oculares y de los reflejos auditivos. 
• Estadio 2: La afectación es más grave, la alteración de las sacadas se agrava a VSGP y los 
pacientes presentan disartria además de las alteraciones motoras y cognitivas del 
estadio 1. 
• Estadio 3: Los pacientes presentan alteraciones del sistema piramidal y respuestas 
alteradas a los potenciales auditivos. 
• Estadio 4: Se trata del último estadio con una afectación tan grave que se define por la 
imposibilidad de deambulación y un estado cuasi-vegetativo del paciente.  
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Esta clasificación cayó en desuso, pasando a clasificar a los pacientes solamente en función de 
la edad de aparición de la sintomatología neurológica. Según esta nueva clasificación existen 
cuatro formas con afectación neurológica y otra, muy precoz, en la que sólo se presenta una 
grave afectación sistémica (Figura 2.4.1) [38]. 
Actualmente se sabe que la presentación de los síntomas es gradual y que el espectro fenotípico 
es continuo. 
2.4.1 Presentación perinatal 
A causa de la afectación hepática grave, en esta forma temprana de la enfermedad se puede 
observar hidrops o ascitis fetal, junto con una colestasis prolongada que aparece en los primeros 
días de vida simultáneamente a una hepato-esplenomegalia [39]. 
Los síntomas, excepto la hepato-esplenomegalia suelen remitir a los 2-4 meses de edad, y el 
neonato resulta exitus a los 6 meses de vida en un 10% de los casos [38,40].  
Figura 2.4.1. Esquema de la clasificación de los afectados de NP-C en función de la edad de aparición de la 
sintomatología neurológica. Las alteraciones neurológicas son aditivas, de forma que un paciente 
diagnosticado en la adolescencia suele presentar también alteraciones correspondientes a las etapas 
infantiles. Adaptación del esquema publicado por Vanier et al. en 2010.  
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Esta forma de presentación no muestra sintomatología neurológica, posiblemente porque la 
gravedad de la afectación visceral y el rápido desarrollo de la enfermedad no da tiempo a que 
esta sintomatología aparezca [38]. 
2.4.2 Presentación infantil precoz 
La enfermedad presenta sus primeros síntomas antes de los 2 años, siendo la hepato-
esplenomegalia el primero en aparecer junto con la colestasis o la ictericia, aproximadamente 
al primer mes de vida [41].  La hipotonía y el retraso psicomotor suelen aparecer un poco más 
tarde, aproximadamente al primer año. A causa de la corta edad de los afectos la VSGP no suele 
observarse [38,42]. 
El pronóstico de estos pacientes es malo ya que tienen una vida media de 5 años a causa de la 
rápida progresión neurológica de la enfermedad [43]. 
2.4.3 Presentación infantil tardía 
Engloba aquellos sujetos que presentan manifestaciones neurológicas entre los 2 y 6 años de 
edad [38]. 
Del mismo modo que la presentación infantil precoz, el primer síntoma suele ser la hepato-
esplenomegalia seguido de dificultades en el lenguaje y alteraciones en la marcha con caídas 
frecuentes, síntomas que suelen aparecer entre los 5 y 6 años de edad [38]. 
Los problemas de audición y cataplejías también son síntomas que se observan con frecuencia. 
En cambio, la VSGP suele ser difícil de detectar en los estadios iniciales, siendo más evidente 
cuando el niño va creciendo y la sintomatología se agrava. Con la progresión de la enfermedad 
los problemas de la marcha empeoran, causando ataxias que también se agravarán e incluirán 
disfagia y disartria que progresan de forma casi simultánea imposibilitando el lenguaje. Del 
mismo modo, las alteraciones cognitivas también se agravan haciendo más evidente la 
afectación del desarrollo mental ya que los pacientes desarrollan alteraciones piramidales y 
dificultades deglutorias. Las epilepsias también son frecuentes en esta forma de la enfermedad, 
pudiendo afectar a un 20% de los niños [38]. 
La mayoría de los pacientes fallecen entre los 7 y los 12 años, aunque esto está cambiando 
gracias a los tratamientos que se explicarán más adelante.  
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2.4.4 Presentación juvenil 
La forma más clásica de la enfermedad suele aparecer entre los 6 y los 15 años siendo la 
esplenomegalia, normalmente aislada pero que también puede acompañarse de 
hepatomegalia, la forma más común de identificarla, igual que en las presentaciones anteriores. 
Pudiendo detectarse en edades tempranas, pero sin que aparezca la sintomatología neurológica 
hasta esta etapa [38]. 
Si hasta el momento los pacientes han presentado dificultades en la escolarización con fallos en 
la atención y dificultades para la escritura tampoco han sido muy relevantes. En esta forma de 
presentación la VSGP se observa en casi el 100% de los casos, siendo el primer síntoma que pone 
en alerta, la torpeza en los niños es común y la cataplejía que puede desembocar en narcolepsia 
inducida por la risa, son signos frecuentes. La evolución de la ataxia es rápida, apareciendo 
además de la disartria y disfagia, distonía. La regresión intelectual es variable pudiendo ser leve 
o muy severa, del mismo modo que las crisis epilépticas [38,42]. 
En los casos más avanzados la disartria suele degenerar en una incapacidad para la expresión 
verbal y los problemas de deglución acostumbran a agudizarse tanto que requieren de una 
gastroscopia para poder alimentar al paciente. La vida media es variable pudiendo llegar a 
sobrepasar la tercera década [38]. 
2.4.5 Presentación adolescente/adulta 
Engloban en esta forma de presentación aquellos casos en los que la sintomatología neurológica 
se desarrolla a partir de los 15 años de edad. 
La mayoría de estos pacientes presentan una esplenomegalia aislada, normalmente no 
detectable por palpación y casi la mitad de ellos presentan también una ligera hepatomegalia. 
La sintomatología neurológica se presenta en edades avanzadas, permitiendo que la mayoría de 
estos pacientes tengan una escolarización normal [44].  
La sintomatología psiquiátrica es frecuente, sobre todo las psicosis, alucinaciones e ilusiones, 
siendo normalmente la responsable del retraso en el diagnóstico de la NP-C [16, 38].  
Las alteraciones cognitivas también son frecuentes, así como la VSGP aunque nuevamente, esta 
se encuentra infradiagnosticada. Otra sintomatología frecuente en este grupo de pacientes es 
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la ataxia, disartria y disfagia, además se ha detectado una asociación con la frecuencia de 
Alzheimer y Parkinson. Las epilepsias son poco frecuentes en esta forma de presentación. La 
evolución de los síntomas es lenta y progresiva, tardando una media de 9 años en desarrollar 
una dependencia a causa de la enfermedad [38, 44].  
La descripción de afectos de la enfermedad con edades avanzadas y sin sintomatología 
neurológica, hace pensar en la presencia de una forma no neuronopática de la enfermedad de 
NP-C que podría ser más frecuente de lo esperado [16]. 
2.5 GENÉTICA MOLECULAR EN LA ENFERMEDAD DE NP-C 
La enfermedad de NP-C es de herencia autosómica recesiva, eso implica que es necesario la 
presencia de dos alelos mutados para ser afecto. Existen dos genes asociados a la enfermedad 
de NP-C, NPC1 y NPC2. 
2.5.1 Características de NPC1 
El gen NPC1 (MIM#607623; NG_012795.1) consta de 80,7 Kb. Es el responsable del 95% de los 
casos de enfermedad de NP-C [45].  
Se localiza en el brazo largo del cromosoma 18 (18q11.2; Figura 2.5.1)[8] de las bases 23.506.184 
a 23.56.617 (hebra reversa) según la versión 38 del Consorcio para el Genoma Humano de 
Referencia (GRCh38; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/human). Consta de 25 exones de 
pequeño tamaño (78-788 pb) con grandes intrones entre ellos.  
 
En el genoma humano existen 6 genes parálogos, siendo la homología máxima del 37% en el gen 
NPC1L1 (homología en cDNA). Existen también 97 especies que presentan genes ortólogos a 
NPC1 encontrándose la mayor homología, del 99%, con otros primates [46]. 
Figura 2.5.1. Idiograma de bandas G del cromosoma 18 (resolución de 850 bandas). 
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A fecha 30 de abril de 2018 se han descrito en la base de datos de mutaciones en el genoma 
humano (HGMD, acrónimo en inglés) 455 variantes asociadas a patogenicidad en este gen, todas 
ellas relacionadas con la enfermedad de NP-C. Las variantes patogénicas más comunes son 
cambios puntuales que provocan cambios aminoacídicos, de las que se han descrito 305 
variantes, además, se han reportado 37 variantes que provocan alteraciones en el ayuste, 62 
pequeñas deleciones y 39 pequeñas inserciones, 2 pequeñas inserciones y deleciones y, 11 
alteraciones de mayor tamaño [47]. En la base de datos ClinVar existen 86 variantes 
consideradas benignas o posiblemente benignas, 16 con conflictos de interpretación, 104 
causales de enfermedad y 104 variantes de significado incierto  [48]. 
La variante patogénica más frecuente en la población europea es NG_12795.1: g.54882T>C, que 
codifica para el cambio aminoacídico NP_000262:p.Ile1061Thr [49], su frecuencia en población 
europea es aproximadamente del 25%. La correlación entre el genotipo y el fenotipo en esta 
enfermedad no es clara para variantes puntuales pero si existe una clara correlación entre la 
mayor severidad de la enfermedad y la presencia de mutaciones que generan terminaciones 
tempranas de la proteína codificada [38]. 
La expresión del gen NPC1 está regulada como mínimo mediante dos mecanismos, uno de ellos 
es la expresión del microRNA33a. Un microRNA es una secuencia corta de RNA 
(aproximadamente 23pb) que no codifica para proteína pero que interacciona con otros genes 
regulando su expresión  [50]. En este caso, miR33a se localiza en la región intrónica de SREBF2 
e interacciona con dos regiones reguladoras, localizadas en la zona 3’UTR del gen NPC1, 
inhibiendo su expresión cuando existe una alta concentración de colesterol [51,52]. Otro 
mecanismo de regulación del gen NPC1 es la metilación de las islas CpG, que se ha detectado 
incrementada en casos de dislipemias con exceso de colesterol [53].  
2.5.2 Características de NPC2 
El gen NPC2 (MIM#601015; NG_007117.1), previamente conocido como HE1, es el responsable 
del segundo grupo de complementación de la enfermedad y se asocia aproximadamente a un 
5% de los casos descritos [45]. 
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Se localiza en el cromosoma 14, en la región 14q24.3 (Figura 2.5.2) de la posición 74.476.192 a 
la 74.494.177 de la hebra reversa según la versión 38 del Consorcio para el Genoma Humano de 
Referencia (GRCh38; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/human). Está formado por 5 exones de 
entre 15 y 173 pb y su tamaño total es de casi 18 Kb. Existen 7 transcritos del gen, pero 
solamente uno de ellos codifica para la proteína completa[46]. 
No se han descrito parálogos pero si 98 ortólogos según la base de datos Ensembl, existiendo 
una homología del 100% con Chlorocebus sabaeus. 
La base de datos HGMD profesional, a fecha 30 de abril de 2018, incluye 27 variantes en el gen 
asociadas a patogenicidad. 19 de ellas son variantes puntuales asociadas a cambios 
aminoacídicos, 4 generan alteraciones en el ayuste, y otras 4 son deleciones puntuales o de 
mayor tamaño (Figura 2.5.3) [47]. Ninguna de ellas se puede considerar una variante frecuente, 
y normalmente su impacto se limita a un ámbito familiar. Además existen en la base de datos 
ClinVar 5 variantes benignas, 4 con conflictos de interpretación, 14 VUS y 30 variantes 
posiblemente patogénicas o causales de enfermedad [48]. 
  
Figura 2.5.2. Idiograma de bandas G del cromosoma 14 (resolución de 850 bandas). Imagen obtenida de 
ISCN 2013 
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2.6 ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LAS PROTEÍNAS NPC1 Y 
NPC2 
2.6.1 Proteína NPC1 
La proteína NPC1 (NP_000262) está formada por 1.278 aminoácidos, con un peso de 142.167 
Da. Existen varias versiones de su estructura publicadas en la base de datos de proteínas (PDB; 
acrónimo en inglés). Las versiones más completas de la proteína en solitario son las estructuras 
5U74 y 3JD8, pero ninguna de ellas incluye las regiones citoplasmáticas (Figura 2.6.1) [54,55]. 
Se trata de una glicoproteína lisosomal que se localiza a nivel transmembrana, con tres dominios 
luminales y 13 hélices transmembrana (Figura 2.6.1) [56]. Presenta una región N-terminal que 
se elimina e indica su localización transmembrana y,  en el extremo C-terminal una secuencia di-
leucina que envía la proteína al lisosoma [57].  
Las regiones luminales están altamente glicosiladas, posiblemente como medida de protección 
contra la degradación por proteasas lisosomales  [56]. El primer dominio luminal contiene una 
región de unión al colesterol, en el segundo dominio intralisosomal y en la región entre los 
Figura 2.5.3 Variantes asociadas a patogenicidad descritas en el gen NPC2 según la base de datos HGMD. 
En la representación falta una deleción de gran tamaño, que incluye los exones 2 y 3 pero que no ha sido 
delimitada. 
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dominios transmembrana 3 y 7 existe una región con una alta homología con dominios sensibles 
a los esteroles (dominio SSD) (Figura 2.6.1) [58–60].  
Figura 2.6.1 Estructura de la proteína NPC1. Fusión de las estructuras del protein data bank 3JD8 y 5U74 
realizada mediante Swiss PDB Viewer. En color rojo se remarcan las hélices que forman parte de las 
regiones transmembrana, en un color más pálido la región SSD. El primer bucle luminal se marca en color 
naranja (en amarillo la zona de unión al colesterol), el segundo de color verde y el tercer bucle en color 
azul. En la imagen se muestran los puntos energéticos (con el esqueleto en negro) de aquellos 
aminoácidos que sufren glicosilación 
 
Entre los aminoácidos 861 y 1.083, en el tercer bucle lisosomal, encontramos una región 
formada por 3 láminas beta y 5 helices alfa. Esta región conocida como “bucle rico en cisteinas” 
ocho cisteinas que forman puentes disulfuro entre ellas estabilizando la región. El puente que 
se forma entre las cisteinas localizadas en las posiciones 909 y 914 crea un bucle (bucle ) 
altamente hidrofóbico cuya función es esencial para el transporte del colesterol [55].  
La mayor parte de las variantes patogénicas descritas se localizan entre el tercer bucle luminal 
y el extremo C-terminal de la proteína. Un tercio de las variantes descritas están localizadas en 
la región rica en cisteínas [61]. Además, existe controversia entre el efecto de la pérdida de 
puntos de glicosilación, ya que la variante NP_000262:p.Asn222Ser, registrada en la base de 
datos HGMD presenta serios conflictos de interpretación. Solamente aparece asociada a 
patogenicidad en casos con sintomatología exclusivamente visceral y nivel molecular se 
considera que la pérdida de un único punto de glicosilación es poco relevante en la localización 
y funcionalidad de la proteína [57,62]. Además su frecuencia en la población supera en más de 
10 veces la variante NP_000262:p.Ile1061Thr, considerada la más frecuente [14]. 
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Las variantes más frecuentes en población europea tampoco afectan a la funcionalidad de la 
proteína, sino a la señalización de degradación de la misma por la vía del proteosoma motivada 
por un fallo en el plegamiento de la proteína, provocado por el cambio aminoacídico [63]. 
2.6.2 Proteína NPC2 
La proteína NPC2 (NP_006423) es mucho menor que NPC1, formada por 151 aminoácidos (131 
tras perder la secuencia señal), tiene un peso teórico de 14.5 KDa pero por Western-blot se han 
detectado proteínas de entre 23 y 19 KDa a causa de las diferentes glicosilaciones que puede 
sufrir. Es una proteína soluble que se localiza en el lumen del lisosoma y que se encuentra 
ligeramente glicosilada que se une al colesterol a pH ligeramente ácido [64]. 
Presenta seis cisteínas que interaccionan entre ellas mediante puentes disulfuro y una región 
rica en prolinas, así como múltiples puntos de N-glicosilación, siendo la asparragina de la 
posición 58 la más importante para conservar la funcionalidad de la proteína [65]. 
 Su estudio en vertebrados ha permitido definir la presencia de 4 dominios altamente 
conservados (ECR A, B, C y D), siendo ECR D el que parece ser el lugar de unión al colesterol no 
esterificado y ECR A responsable de la liberación del mismo [66]. 
Su traslación al lumen lisosomal se realiza mediante receptores manosa-6-fosfato [67]. La 
estructura por rayos X de la proteína bovina (1-NEP) permitió conocer la estructura de la 
proteína, formada por 7 láminas beta e identificar la interacción entre los aminoácidos 66 y 100 
que actúan como una puerta, que permite una separación de las láminas para que el colesterol 
pueda acomodarse en la cavidad interna (Figura 2.6.2) [64]. 
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Función de las proteínas NPC1 y NPC2 
Las proteínas NPC1 y NPC2 funcionan de forma secuencial para transportar el colesterol no 
esterificado del interior del lisosoma al exterior del mismo, ya sea al retículo endoplásmico, a las 
mitocondrias o liberándolo al citoplasma. 
El colesterol no esterificado no puede transportarse de forma pasiva por un medio acuoso como 
es el lumen lisosomal, por ese motivo es necesario su transporte mediado por proteínas. Tal 
como se ha explicado en el apartado anterior, el colesterol no esterificado se une a NPC2 y queda 
alojado en la cavidad interior, permitiendo su transporte hacia la membrana. NPC2 se une al 
segundo bucle luminal de NPC1, y el colesterol se une a la región de unión (Figura 1.7 en color 
amarillo), situada en el primer bucle. Esta región debe acercarse al dominio SSD para permitir la 
liberación del colesterol fuera del lisosoma pero el proceso por el que esto ocurre no está claro 
existiendo dos posibles mecanismos: a) La unión del colesterol provoca un cambio 
conformacional que permite que la proteína se cierre, acercando esta región al dominio SSD 
(Figura 1.7 en color rojo pálido), b) se produce una translación de la molécula de colesterol de 
su región de unión en una proteína NPC1 al dominio SSD de otra, por lo que no se requiere un 
cambio conformacional (Figura 2.6.3) [55].  
Figura 2.6.2. Estructura de la proteína NPC2 bovina (1-NEP). Con la estructura en color naranja, verde, azul 
y morado se muestran las regiones ECR A-D respectivamente. Los esqueletos blancos y rojos forman un 
bolsillo en la superficie de la estructura que permite acoplar el colesterol no esterificado y entre los 
esqueletos marcados en rojo se forma una ”puerta” que permite el acceso del colesterol al bolsillo interior 
señalado en color verde. En la imagen se muestra el esqueleto (en color negro) de la Asn58 cuya glicosilación 
es necesaria para el correcto funcionamiento de la proteína. Visualización mediante Swiss PDBViewer.  
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La proteína NPC1 también se ve implicada en la eliminación de otras sustancias acumuladas en 
el lisosoma (aminas, fármacos, etc.) no mediante la traslación a través de la membrana, sino por 
un sistema de formación de vesículas [68,69]. De este modo, se ha asociado a la resistencia a 
tratamientos anticancerígenos como el Imatinib, un inhibidor de tirosincinasas utilizado para el 
tratamiento de la leucemia mieloide crónica o la leucemia linfoblástica aguda o la 
daunorrubicina, una antraciclina utilizada para el tratamiento de leucemias mieloide o 
linfoblástica agudas [68,70]. 
Finalmente, NPC1 también se ha asociado con el mecanismo de infección utilizado por los 
filovirus, como el virus del Ébola [71]. Una glicoproteína de su membrana penetra en la célula y 
tras la acción de catepsinas puede unirse al segundo bucle luminal de NPC1 y actuar facilitando 
la fusión completa de la membrana plasmática y a membrana viral para que se produzca la 
infección [72]. En este proceso no está claro si NPC2 también está implicada [73]. 
Figura 2.6.3. Trasferencia del colesterol entre las proteínas NPC2 y NPC1. A la izquierda de la imagen la proteína 
NPC2 (amarillo) portando el colesterol (verde) se encuentra unida al segundo bucle de NPC1 (lila) y transfiere 
el colesterol a la zona de unión situada en el primer bucle (azul pálido) para posteriormente liberarse (flecha 
amarilla). Flecha A: NPC1 sufre un cambio conformacional que acerca el colesterol al dominio SSD (azul oscuro). 
Flecha B: NPC1 transfiere el colesterol al dominio SSD de otra proteína NPC1, sin llegar a formar un dímero. 
Imagen adaptada de Li X et al, 2017.  
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La proteína NPC2 también tiene funciones independientes al transporte de colesterol. Se ha 
observado que actúa como un regulador negativo de la proliferación mediante la activación de 
la vía ERK1/2 en cáncer de pulmón e hígado [74,75]. También promueve la autofagia en líneas 
celulares de cáncer de mama mediante la activación de AMPK, una proteína cinasa reguladora 
de señales de transducción [76], y junto con su receptor en la membrana lisosomal (receptor de 
manosa-6-fosfato) induce la formación de progenitores hematopoyéticos a nivel medular en 
presencia de trombopoyetina [77]. 
2.7 FISIOPATOLOGÍA 
Como consecuencia de la incapacidad de NPC1 para expulsar el colesterol del lisosoma, este no 
llega al retícula endoplásmico (RE) y al detectarse unos bajos niveles de colesterol en este 
orgánulo, se activa la vía de SREBP incrementando la síntesis y la absorción de colesterol, de 
modo que se entra en un círculo vicioso [78].  
Además del colesterol, también se acumulan otros lípidos, principalmente esfingomielina, 
lactosilceramida, glucosilceramida, GM2 y GM3, posiblemente a causa del mal funcionamiento 
del lisosoma y del transporte vesicular de especies lipídicas. Este acúmulo provoca que se alteren 
un gran número de funciones celulares pero el mecanismo por el que se producen estas 
alteraciones no está bien caracterizado [79]. 
2.7.1 Transporte de colesterol 
La interacción entre la membrana del RE y el lisosoma es crucial para la transferencia lipídica y 
el transporte endosomal y se realiza mediante lugares de unión entre ambas (MCs; membrane 
contacts, acrónimo en inglés) [80].  
Algunas de las interacciones implicadas en la trasferencia de colesterol del lisosoma al RE son 
las que se establecen entre las proteínas ORPL1 (receptor de oxisteroles) y MLN64 localizadas 
en la membrana del lisosoma y VAP-A, una proteína presente en las membranas y responsable 
de la formación de microtúbulos entre la membrana lisosomal y la del RE. Otra interacción es la 
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que se da de forma directa entre dos proteínas transmembrana como NPC1 en la membrana 
lisosomal y ORP5 (otro receptor de oxisteroles) en la membrana del RE (Figura 2.7.1 A) [80,81].  
 En la enfermedad de NP-C la interacción entre NPC1 y ORP5 es deficiente y además, el exceso 
de colesterol libre (no unido a NPC1) acumulado en el interior del lisosoma provoca una 
alteración en la estructura de ORPL1 que evita su interacción con VAP-A. La interacción de NPC1 
y ORPL1 para mantener la estabilidad del MCs también se ha probado por el hecho de que 
mutaciones en ORPL1 impiden la transferencia del colesterol mediada por NPC1 (Figura 2.7.1  B) 
[82].   
MLN64 también puede inducir interacciones entre el lisosoma o el endosoma tardío y el RE, pero 
no permite la transferencia de colesterol a este orgánulo [80]. ORP5, además de mediar en la 
transferencia del colesterol del lisosoma al RE también actúa como regulador de mTOR, una de 
las proteínas que se encuentra directamente implicada en la homeostasis del lisosoma, ya que 
promueve su traslación al lisosoma, donde se produce su activación [83] .  
La disfunción de NPC1 provoca un incremento de la expresión de MLN64, un transportador de 
colesterol del lisosoma a la mitocondria, de forma que NPC2 le transfiere el colesterol a MNL64 
y esta se lo transfiere a STAT1, una proteína de la membrana mitocondrial responsable de 
Figura 2.7.1. Representación gráfica de la afectación en el transporte del colesterol. Imagen A: Situación 
normal Imagen B: Afecto de NP-C. Colesterol: marrón; Esfingosina: blanco; Lisosoma: círculo azúl; RE: 
verde; Mitocondria: Naranja; VAP-A: bolitas negras.  
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trasladar el colesterol de la membrana a externa a la interna. Este intercambio del colesterol se 
realiza posiblemente por contacto directo entre las membranas del lisosoma y la mitocondria 
(Figura 2.7.1 A). En los pacientes de NP-C la concentración de colesterol en la membrana interna 
de la mitocondria se incrementa, provocando una disminución en su fluidez, una reducción de 
la síntesis de hormonas esteroideas y una reducción en la absorción de glutatión por la 
mitocondria, además de alterarse la producción de ATP y el estrés oxidativo posiblemente a 
causa del incremento de colesterol en la membrana interna. [79,84]. 
2.7.2 Proteostasis y estrés celular 
La proteostasis es la regulación de la concentración, plegamiento, interacciones y localización 
de las proteínas. Siendo fundamental para su correcta regulación la eliminación de aquellas que 
presentan un plegamiento anómalo [85].  
El plegamiento de las proteínas, normalmente se realiza en el RE, cuando no se produce 
correctamente, estas proteínas anómalas se marcan para su degradación mediante el sistema 
ERAD (degradación asociada al RE), uno de cuyos reguladores es la concentración de iones 
Ca2+[86]. Normalmente las proteínas con una vida media corta se degradan mediante el 
proteosoma, mientras que aquellas con una larga vida media lo hacen en los lisosomas. 
El proteosoma actúa cuando la proteína se ha poliubiquitinizado en el RE, cuando la proteína se 
ha desplegado, la actividad proteolítica del lisosoma permite fragmentarla y así degradarla, pero 
aquellas proteínas capaces de formar agregados no pueden degradarse mediante este sistema 
ya que no consiguen perder su conformación para penetrar en el proteosoma [85]. 
En la membrana plasmática, las proteínas mal plegadas son detectadas por CHIP, una proteína 
de choque térmico que recluta a la ubiquitina E3 para que marque a la proteína defectuosa y 
esta pueda ser reconocida por Hsc70, una chaperona cuyo receptor (LAMP-2) se encuentra en 
la membrana lisosomal. Este proceso se conoce como autofagia ligada a chaperonas (Figura 
2.7.2 A) [85]. 
Las proteínas defectuosas que se localizan en el citoplasma pueden degradarse por esta misma 
vía o mediante macroautofagia. Exta última, se encuentra regulada negativamente por mTOR y 
puede activarse por mecanismos de estrés celular. ULK1 es la proteína que inicia el proceso, 
interaccionando con el complejo III PI3K (una proteína quinasa) y provocando la formación del 
INTRODUCCIÓN 
59 
 
fagóforo. Este se alarga encapsulando los productos a degradar (junto con todo lo que encuentra 
a su paso) y termina cerrándose para formar el autofagosoma que, en condiciones normales se 
fusionará con el lisosoma para que las enzimas de este degraden las proteínas mal plegadas y 
todo el material que se ha incluido en el autofagosoma. (Figura 2.7.2 A) [85]. 
Una proteína lisosomal implicada en la degradación de proteínas mal plegadas es la catepsina D 
(CatD), en condiciones basales su concentración a nivel cerebral es muy elevada ya que se trata 
de una de las principales enzimas implicadas en la degradación de las -sinucleinas. Esta 
proteína está regulada por calcineurina, y esta a su vez, por la homeostasis del Ca2+ en el 
lisosoma. El bloqueo de los canales de calcio provocado por el acúmulo de esfingosina, puede 
ser en parte, responsable del mayor riesgo de padecer Parkinson o Alzheimer observado en los 
pacientes de enfermedades de depósito lisosoma (EDLs) y ser uno de los factores implicados en 
la neuropatía de la NP-C (Figura 2.7.2 B) [87, 88].  
2.7.3 Biogénesis y homeostasis del lisosoma 
La síntesis y degradación de lisosomas está regulada por el factor de trascripción TFEB  que se 
localiza principalmente en el citoplasma y se traslada al núcleo tras su activación por estrés 
Figura 2.7.2. Representación gráfica de la eliminación de proteínas mal plegadas.Imagen A: Situación 
normal. Cuadro 1: Autofagia mediada por chaperonas. Cuadro 2: Macroautofagia Imagen B: Afecto de NP-
C, donde además de producirse una inhibición de la autofagia por la disminución en la salida de Ca2+, 
calcineurina actúa inhibiendo la trascripción de genes proautofagia. 
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lisosomal. La activación de TFEB regula la eliminación de lisosomas disfuncionales y promueve 
la exocitosis y autofagia de estos [86]. 
El acúmulo de sustratos no degradados o no expulsados del lisosoma que se produce en las EDLs 
provoca que estos incrementen su tamaño, pero no puedan activar correctamente las vías de 
degradación de manera que no se eliminan, comprometiendo su funcionalidad [89].  
Esta funcionalidad está altamente regulada por el flujo iónico en el lumen lisosomal, ya que la 
mayoría de enzimas que contiene dependen de la acidez del medio para poder funcionar. Es 
gracias a la función del canal V-ATPasa que el medio luminal se mantiene ácido, ya que permite 
la entrada de iones H+ mediante el consumo de ATP [90]. Además, intervienen otros canales que 
ayudan a regular el potencial de membrana, como los TPC’s que promueven la liberación de Na+ 
al citoplasma o ClC7 que incremente el pH del medio expulsando H+ para hacer entrar Cl- (Figura 
2.7.3 A). 
Otro factor importante en la manutención de una estructura y funcionalidad correcta en el 
lisosoma es la actividad mitocondrial. Ambos orgánulos tienen un papel fundamental en la 
homeostasis del Ca2+. Este entra en la mitocondria mediante un transportador de baja afinidad 
(MCU) desde el RE gracias a la formación de MCs entre estos dos orgánulos, esta entrada activa 
Figura 2.7.3. Representación gráfica de la biosíntesis de lisosomas y mitocondrias. Imagen A: Situación 
normal, Imagen B: Afecto de NP-C. 
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el ciclo de producción de ATP. El Ca2+ liberado por los lisosomas también puede tener un papel 
en la actividad de la mitocondria, ya que esta activa calcineurina, la cual a su vez, promueve la 
activación de TFEB, un factor de transcripción crucial para la regulación de la biogénesis 
lisosomal y mitocondrial [90]. Como ya se ha comentado anteriormente, el bloqueo del canal de 
calcio, mediado por el acúmulo lipídico en el lisosoma, puede actuar bloqueando esta vía de 
señalización. 
Además, la formación de contactos entre las membranas de mitocondrias y lisosomas también 
permite la liberación de Ca2+ entre los dos orgánulos. Este transporte se realiza mediante dos 
tipos de canales los TPC y los TRPML estos últimos regulados positivamente mediante la 
producción de especies oxigeno-reactivas en la mitocondria (ROS; acrónimo en inglés). Como ya 
se ha comentado en el párrafo anterior, el incremento de Ca2+ citoplasmático provoca una 
activación de la vía de TFEB y de la renovación mitocondrial, pero en los pacientes de EDLs esta 
renovación es disfuncional (ver más adelante en el apartado 2.7.5) [91]. 
2.7.4 Exocitosis 
Las funciones de la exocitosis son básicamente dos, una que consiste en el remodelado de la 
membrana y otra secretora, ya que es mediante este proceso que se liberan proteínas y 
moléculas de señalización a la matriz extracelular, como por ejemplo reguladores del desarrollo 
axonal [89].  
Es la activación de este mismo factor de transcripción (TFEB), la que promueve la exocitosis de 
los lisosomas, necesaria tanto como un proceso de eliminación de compuestos tóxicos como 
para el transporte de proteínas al medio extracelular [86].  
Para la exocitosis, también es necesario que se active el complejo SNARE que promueve el 
acercamiento entre la membrana lisosomal y la plasmática, estando este proceso regulado por 
el flujo de iones Ca2`+ y por la proteína Rab7 que regula la movilidad del lisosoma. Durante la 
exocitosis, la proteína VAMP7, localizada en la membrana lisosomal, interacciona con SNAP23 y 
con la sintaxina-4 que se localizan en la membrana plasmática, formando el complejo SNARE y 
permitiendo el acercamiento de ambas membranas mediante un sistema de microtúbulos. En 
la región donde se produce esta interacción, el lisosoma libera una gran cantidad de Ca2+ a través 
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de los canales TRMPL1, incrementando su concentración y promoviendo la fusión de las 
membranas mediante la activación de Syt-VII (Figura 2.7.4 A) [92]. 
En los afectos de NP-C la funcionalidad de los canales TRMPL1 se encuentra inhibida, 
posiblemente por causa del acúmulo de esfingomielina, además a causa de la alteración en el 
transporte del colesterol se produce una deslocalización de la proteína VAMP7 por lo que la 
formación del complejo SNARE, y en consecuencia la exocitosis, se ve comprometida [89,92]. 
También se ve alterada la formación del complejo SNARE a nivel presináptico a causa del 
acúmulo de -sinucleina [93], entrando en un bucle donde la disfunción en la degradación de 
proteínas mal plegadas provoca una disfunción en la exocitosis y esta propicia la disfunción en 
la proteólisis (Figura 2.7.4.B). 
2.7.5 Regulación mitocondrial 
El principal responsable de la producción de energía en la célula es la mitocondria, cuya 
funcionalidad se encuentra íntimamente ligada a la del lisosoma. La existencia entre 
interacciones entre ambos orgánulos se apoya en el hecho de que su biogénesis está regulada 
por el mismo factor de transcripción (TFEB). La falta de expresión de este factor de transcripción 
provoca una reducción de la síntesis de ATP y un incremento en la formación de ROS que afecta 
Figura 2.7.4. Representación gráfica de la exocitosis. Imagen A: Situación normal Imagen B: Afecto de NP-
C, el bloqueo del transportador de calcio y la deslocalización de VAMP7 impiden la formación del complejo 
SNARE. 
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a la permeabilidad de la membrana mitocondrial y a la funcionalidad de sus canales iónicos  
(Figura 2.7.5  B)  [94]. A su vez, el bloqueo de la salida de Ca2+ provoca una activación de la 
producción de ROS de forma que el sistema puede llegar a desregularse [95].  
Además la correcta funcionalidad de la mitocondria también está regulando al lisosoma, ya que 
una disminución en esta provoca una inhibición de la catepsina B y de la esfingomielinasa ácida, 
provocando un acúmulo de esfingomielina [79]. 
Otra vinculación entre el lisosoma y la mitocondria, radica en el hecho de que los aminoácidos 
necesarios para el correcto funcionamiento de la cadena respiratoria (principalmente glutamina 
y glutamato) los proporciona el lisosoma a partir de los restos de los procesos de degradación 
que ocurren en su interior. Cuando existe una disminución de nutrientes en la célula, la 
activación de mTOR también afecta a la mitocondria, que se alarga y cambia la disposición de su 
membrana interna, reduciendo la producción de ATP y activando la fragmentación del orgánulo 
(Figura 2.7.5 B) [94].  
Para que se produzca la fragmentación es necesaria una elongación de la membrana, regulada 
por la inhibición de DRP1 y un adelgazamiento de la membrana interna, regulado por OPA1 cuya 
Figura 2.7.5. Representación gráfica de la interacción entre mitocondria y lisosoma. Imagen A: Situación 
normal en la que la degradación de proteínas realizada en el lisosoma permite el acceso de amino ácidos 
(AA) a la mitocondria, y la mitofagia se realiza de forma normal. Imagen B: Afecto de NP-C, la degradación 
mitocondrial y la regulación de la producción de ATP y de especies oxigeno reactivas se ve alterada. 
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regulación depende de los sensores de niveles de glutamato y aspartato  (representados como 
AA en la figura (Figura 2.7.5)) [94].  
El proceso de degradación de mitocondrias disfuncionales mediante autofagia se conoce como 
mitofagia, el proceso una mezcla entre la macroautofagia y la autofagia mediada por chaperonas 
pero las cascadas de señales activadas son diferentes. Existen dos vías de activación de este 
proceso, la primera cuando existe una disminución del potencial de membrana se activa la 
quinasa PINK1, localizada en la membrana externa de la mitocondria que fosforila Mfn2 para 
que actúe reclutando a Parkina. Esta fosforila múltiples sustratos en la membrana externa de la 
mitocondria entre ellos a la ubiquitinina E3 para que pueda activarse la autofagia. Esta E3 es 
reconocida por múltiples proteínas en la membrana del fagóforo, como NDP52 o optineurina 
(OPN) que inducen la formación del autofagosoma en torno a la mitocondria que ha activado el 
proceso (Figura 2.7.5 A) [96,97]. 
En la enfermedad de NP-C se ha observado una desregulación de la función y organización de la 
mitocondria, posiblemente a causa de un aumento de colesterol en la membrana interna. Las 
mitocondrias de las células afectas son más pequeñas y redondeadas y presentan alteraciones 
en la distribución de la membrana interna [98].  Además, como ya se ha comentado en apartados 
anteriores de esta introducción, se ha observado que el proceso de macroautofagia no se realiza 
correctamente, por lo que lisosomas y mitocondrias disfuncionales se acumulan en el interior 
de la célula [99]. Otras alteraciones que se observan a causa de mutaciones en el gen NPC1 es 
un incremento en la producción de ROS a causa de un déficit de la concentración de glutatión 
(GSH) en la mitocondria, ya que el incremento de colesterol en la membrana interna de esta 
bloquea el canal por el que se internaliza. Este incremento de ROS provoca un bloqueo de la 
salida de calcio de la mitocondria y este cambio en la concentración iónica potencia la actividad 
de las enzimas productoras de ROS entrando en un círculo vicioso que provoca la 
disfuncionalidad de la mitocondria (Figura 2.7.5 B) [100]. 
Una posible solución a este incremento de ROS a nivel celular es el efecto antioxidante de la 
vitamina E, pero se ha observado que esta se transporta a través del lisosoma y su liberación 
está regulada por las proteínas NPC, de modo que la capacidad antioxidante de la célula también 
se encuentra reducida en estos pacientes (Figura 2.7.5 B) [100]. 
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2.8 DIAGNÓSTICO 
El diagnóstico de la enfermedad de NP-C es complejo, principalmente por la inespecificidad de 
las manifestaciones clínicas, pero también a causa de la ausencia de un test diagnóstico rápido 
y preciso como existe en otras enfermedades de depósito lisosomal (EDLs) en las que el 
problema reside en un déficit enzimático. Pero la importancia de la realización de este 
diagnóstico en el menor tiempo posible y con la mayor seguridad es crucial, sobre todo desde 
que existen tratamientos que pueden reducir el avance de la sintomatología neurológica. 
Por este motivo se ha planteado un posible algoritmo diagnóstico para seguir en aquellos casos 
con sospecha de NP-C y que consiste en la evaluación clínica, el estudio de biomarcadores de 
EDL y el estudio de los genes NPC1 y NPC2. En función de los resultados obtenidos, el estudio se 
completará con el test de tinción por filipina, con intención de esclarecer los resultados y poder 
realizar un diagnóstico fiable (Figura 2.8.1) [101,102]. 
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2.8.1 Evaluación clínica 
Ya se ha comentado recurrentemente en esta introducción, la diversidad e inespecificidad de 
las manifestaciones clínicas que presentan los pacientes con la enfermedad de NP-C, lo que hace 
que el diagnóstico pueda realizarse en un amplio grupo de servicios hospitalarios. A pesar de 
esta diversidad clínica, una correcta anamnesis y una evaluación de la historia familiar del 
paciente son imprescindibles para poder sospechar de la presencia de la enfermedad y 
diferenciarla de otras metabolopatías [45].  
Figura 2.8.1. Algoritmo diagnóstico para la enfermedad de NP-C. Adaptado de Patterson et al. 2017 
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Para facilitar la identificación de posibles afectos de NP-C, en 2012 se desarrolló un índice 
sospecha para NP-C (NPC-SI, ver enlaces). Un sistema de puntuación para las manifestaciones 
clínicas que, considerando la combinación de sintomatología y la historia familiar, otorga un 
riesgo de sufrir la enfermedad a cada sujeto y la recomendación o no, de aplicar técnicas 
diagnósticas [103]. Este sistema presentaba una limitación importante ya que la dificultad de 
identificar la sintomatología neurológica y psiquiátrica en menores de 4 años no permitía la 
correcta utilización del mismo [103, 104].  Por este motivo, se realizó una ampliación del estudio, 
incluyendo más pacientes de este grupo, dando más valor a la sintomatología visceral en esta 
franja de edad [105]. Una reevaluación de la puntuación obtenida por la presencia de 
sintomatología de diversos grupos (visceral, neurológica o psiquiátrica) y un cambio en la escala 
de puntación, junto con la incorporación del sistema de puntuación para menores de 4 años han 
permitido modificar esta herramienta hasta su forma actual (Figura 2.8.2) [106].  
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Esta herramienta permite englobar a los pacientes en tres grupos de riesgo en función de la 
puntuación otorgada. Para el grupo formado por menores de 4 años, se considera alto riesgo 
tener 6 ó más puntos, mientras que el riesgo se considera bajo con menos de 3 puntos. A la 
puntuación intermedia se le otorga un riesgo moderado. Para los adultos se consideran de alto 
riesgo puntuaciones a partir de 40 y de bajo las inferiores a 20. 
Al realizar la exploración clínica del paciente, es importante tener en cuenta que, existen 12 
grupos de riesgo entre pacientes de otras enfermedades donde la probabilidad de ser afecto de 
enfermedad de NP-C es mayor que en la población general. Algunos de estos grupos son los 
pacientes con ataxia tempranas de origen incierto o con distonías, sujetos con deterioro 
Figura 2.8.2. Cuestionario para calcular el NPC-SI. En la página anterior: NPC-SI para menores de 4 años. 
Sobre estas líneas: NPC-SI para mayores de 4 años. Imagen adaptada de http://www.npc.si.com 
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cognitivo temprano o demencia fronto-temporal, parkinsonismo precoz o inflamación crónica 
del sistema nervioso central [15]. 
2.8.2 Estudios de transporte de colesterol  
Estas técnicas se basan en la tinción del colesterol en células “in vivo”, esto requiere la 
realización de técnicas invasivas, ya que es necesaria una biopsia de piel y un cultivo de la misma 
para poder realizarlas. Eso supone, además, que los resultados se demoran ya que el cultivo 
debe instaurarse y crecer lo suficiente para poder analizarlo. Además, al tratarse de técnicas de 
tinción, es de crucial importancia disponer de personal formado, ya que se la interpretación es 
compleja y puede ser altamente sugestiva. 
2.8.2.1 Test de tinción filipina 
El test de tinción mediante filipina se basa en la capacidad de un compuesto fluorescente, 
aislado de la Streptomyces filipinensis de unirse al colesterol no esterificado, permitiendo su 
visualización al microscopio. 
El protocolo para realizarlo se estableció en 1988 en Lyon. Requiere la realización de una biopsia 
de piel, y el cultivo en duplicado del mismo.  Brevemente consiste en mantener los dos cultivos, 
uno con medio normal y otro enriquecido en LDL, para posteriormente levantarlos, fijarlos y 
teñirlos con la sustancia fluorescente que se visualiza al microscopio con un filtro de excitación 
a 365nm. 
Existen cuatro patrones que cuantifican la expresión, las células de un sujeto sano no muestran 
positividad a la tinción, mientras que podemos encontrar pacientes con tres fenotipos 
diferentes. Un fenotipo variante en el que observamos positividad en menos del 50% de las 
células del cultivo normal y entre un 50-75% en el cultivo suplementado. Un fenotipo intermedio 
con positividad de entre el 60-90% en el cultivo estándar y 80-90% en el rico en LDL y, 
finalmente, un fenotipo clásico con una positividad del 90-100% en ambos cultivos (Figura 2.8.3) 
[107]. 
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2.8.2.2 Medida de la esterificación del colesterol 
Este test está prácticamente obsoleto a causa de las complicaciones técnicas y la baja 
sensibilidad frente al test de tinción filipina.  
Se basa en la incapacidad de las células de afectos de NP-C para transportar el colesterol no 
esterificado al retículo endoplásmico donde debe esterificarse [101]. 
Dos cultivos de fibroblastos del sujeto a estudio se mantienen en medio rico en LDL, al que se le 
añade ácido oleico [3H] 4 horas antes de sacrificarlos. Se extraen y separan los lípidos y se mide 
el colesteril oleato radioactivo, haciendo la media de los dos cultivos. Los pacientes con un 
fenotipo filipina clásica prácticamente no muestran formación de colesterol esterificado, 
mientras que los sujetos con un fenotipo intermedio muestran un déficit moderado. Esta técnica 
no permite identificar aquellos individuos con un fenotipo variante [61]. 
2.8.3 Biomarcadores 
La determinación de biomarcadores de EDL, no proporciona una información específica para el 
diagnóstico de la enfermedad de NP-C pero si puede ser altamente orientativa. Hoy, no hay un 
biomarcador específico, pero cada vez hay más marcadores a tener en consideración. 
Figura 2.8.3. Microscopia de fluorescencia para la tinción filipina. La imagen muestra un sujeto normal y los 
tres fenotipos posibles en pacientes NP-C. Imagen adaptada de Vanier et al., 2015. 
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2.8.3.1 Actividad de la enzima quitotriosidasa 
La enzima quitotriosidasa (QT) es una citinasa elevada en múltiples EDLs y ampliamente utilizada 
para el diagnóstico y monitorización de la enfermedad de Gaucher [108–110]. La actividad 
normal de enzima quitotriosidasa se encuentra en un rango entre 8 y 132 nmol/mL/h mientras 
que en sujetos afectos de enfermedad de NP-C tiene valores de entre 553 ±479 y 856 ±721 
nmol/mL/h [108, 111, 112].  
Su determinación no es útil en el 100% de los casos, ya que en la población europea existe un 
polimorfismo (NM_003465:c.1049_1072dup24) que anula la actividad de la enzima [113].  
2.8.3.2 Cuantificación de la concentración CCL18/PARC 
La quimiocina ligando 18 (CCL18)/quimiocina reguladora de activación pulmonar (PARC) se 
sintetiza en baja cantidad en los monocitos/macrófagos (10-72 ng/mL), pero que se eleva 
cuando estos están activados[114]. Esta elevación se observa en EDLs como la enfermedad de 
Gaucher (237-2285 ng/mL), la enfermedad de NP-A/B o en la enfermedad de NP-C [115]. 
En los sujetos con NP-C se ha observado una elevación de la quimiocina pero los valores oscilan 
bastante entre las publicaciones, entre 112-874 ng/mL y 481-370 ng/mL [108,116]. 
2.8.3.3 Cuantificación de la concentración de oxisteroles 
El estrés celular provocado por la acumulación del colesterol no esterificado en el interior del 
lisosoma provoca un incremento en la producción de especies oxigeno-reactivas (ROS). Estas 
provocan la oxidación de colesterol, formando oxisteroles como el colestano 3,5,6-triol o el 
7-cetocolesterol (7-CC) [101]. Estos se han visto elevados en pacientes afectos de NP-C, 
presentando una elevada capacidad discriminatoria, aunque no son específicos ya que también 
se encuentran elevadas en otras patologías como NP-A/B o en el déficit de lipasa ácida lisosomal 
(DLAL) y en situaciones fisiológicas como la elevación observada en neonatos [117, 118]. Otro 
de los problemas que presentan como biomarcadores de la enfermedad la elevada complejidad 
técnica de su determinación, ya que se realiza mediante cromatografía líquida acoplada a un 
espectómetro de masas en tándem, que hace que su disponibilidad se reduzca a laboratorios 
especializados [101]. 
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2.8.3.3.1 7-Cetocolesterol 
El colesterol al ser atacado por las ROS genera mediante una reacción no enzimática 7-
hidroperóxido colesterol, este se degrada en dos metabolitos, el 7-cetocolesterol y el 7-a/b-
hidroxicolesterol (Figura 2.8.4) [119].  
Se ha detectado una elevación de este metabolito en los afectos de NP-C, con concentraciones 
superiores a 200 ng/mL en los afectos versus un valor medio en los controles de 16 ng/mL 
[108,119,120]. 
Existe controversia sobre su utilidad, ya que en algunos estudios lo consideran un metabolito 
inestable con una alta variabilidad, en cambio en otros trabajos se considera que su estabilidad 
a largo plazo es mayor que la del colestano 3,5,6-triol [121]. 
2.8.3.3.2 Colestano 3,5,6-triol  
Se trata de otro metabolito de la oxidación no enzimática del colesterol. Cuando se oxida el 
colesterol puede derivar en un 5,6 epóxido que se degrada a colestano 3,5,6-triol (Figura 
2.8.5).  
  
Figura 2.8.4. Proceso de formación del 7-cetocolesterol. 
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Este metabolito se ha detectado elevado en pacientes de NP-C, y aunque tampoco es específico 
parece ser más sensible que el 7-CC pero menos estable [121,122]. Sus valores en población 
normal la media de concentración es de 16 ng/mL mientras que en afectos de NP-C se elevan 
hasta 130 ng/mL. Estos rangos son ampliamente variables según la publicación analizada, ya que 
en otras la media se situa en 4 ng/mL y los pacientes tienen valores que oscilan de 16,3 a 608 
ng/mL [119, 123]. 
2.8.3.4 Lisoesfingolípidos 
Los lisoesfingolípidos son metabolitos tóxicos que se generan en múltiples esfingolipidosis por 
la pérdida de un grupo N-acilo en los esfingolípidos. Se ha observado que la lisoesfingomielina 
se encuentra elevada en afectos de NP-C, en menor medida de lo que se observa en pacientes 
de NP-A/B. La lisoesfingomielina-509 es un análogo carboxilado dela primera y su elevación es 
mayor en los pacientes de NP-C que en los de NP-A/B, por lo que puede ser más específica para 
la enfermedad que nos atañe [61]. Es la ratio entre los dos metabolitos, lo que mejor discrimina 
entre estas enfermedades [124]. 
La determinación de estos analitos debe realizarse a partir de sangre total anticoagulada con 
EDTA, ya que recientemente se ha probado que su capacidad discriminatoria disminuye 
drásticamente cuando se trabaja con gota de sangre seca. Según varios estudios recientemente 
publicados, la lisoesfingomielina no muestra elevación en las muestras recogidas con esta 
Figura 2.8.5. Proceso de formación del 
colestano 3b-5a-6b-triol. 
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matriz, mientras que la lisoesfingomielina-509 sí, pero con un amplio solapamiento con los 
controles [125]. 
Del mismo modo que los oxisteroles, estos metabolitos se analizan mediante cromatografía 
líquida acoplada a espectrometría de masas, por lo que su aplicación se limita a laboratorios con 
esta equipación. Además, la determinación de la lisoesfingomielina-509 presenta otra 
limitación, ya que no existe un estándar interno para la misma [124]. 
2.8.3.5 Metabolitos de los ácidos biliares 
Se han identificado múltiples metabolitos de ácidos biliares elevados en pacientes de 
enfermedad de NP-C [61,101]. 
Entre estos metabolitos se encuentran el ácido 3b-hidroxi,7-b-N-acetilglucosaminilo-5-
colenoico (NPCBA1) y la 3b,5a,6b-trihidroxicolanil-glicina (NPCBA2) se encuentran elevados 
respecto a los controles entre 40 y 10 veces en afectos que NP-C, aunque a causa de un 
polimorfismo genético el primero puede no detectarse en la población, del mismo modo que 
sucede con la actividad quitotriosidasa [126].  
2.8.4 Estudio genético 
2.8.4.1 Secuenciación de NPC1 y NPC2 
A causa de la implementación y el descenso del coste de las técnicas de secuenciación, el análisis 
de los genes responsables de la enfermedad de NP-C se ha extendido. Actualmente se 
recomienda realizarlo a todos los pacientes y no sólo como test confirmatorio en casos dudosos 
[61]. 
El estudio más habitual para los genes NPC1 y NPC2 es la técnica Sanger realizándose para los 
30 exones y para la región de unión con los intrones [101,127]. 
A pesar de la gran capacidad definitoria de la técnica cuando se detectan variantes asociadas a 
patogenicidad en los dos alelos, existen casos con biomarcadores o tinción filipina positivos en 
los que solamente se detecta una o no se detecta ninguna variante asociada a patogenicidad 
[61,101].  
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Cuando las variantes observadas son nuevas o su efecto se desconoce es necesario realizar un 
estudio bioinformático para valorar su riesgo de patogenicidad. Para ello existen un gran 
número de predictores “in silico” con un amplio espectro de análisis, desde la secuencia 
genómica hasta la estructura terciaria de la proteína, pasando por el análisis de la estructura 
primaria. Pero estas aplicaciones bioinformáticas solamente proporcionan predicciones y no 
confieren una seguridad absoluta del efecto del cambio [128]. 
2.8.4.2 Estudio del cDNA 
Como se muestra en la figura 1.10 cuando los resultados de los estudios diagnósticos son 
confusos, se debe profundizar más en el estudio de los genes responsables de la enfermedad 
[101]. Una de las opciones es el estudio de la secuencia del cDNA que nos proporcionará 
información sobre las alteraciones presentes en el RNA mensajero, pudiendo identificar con 
certeza variantes que afecten al ayuste y permitiendo la identificación de variantes situadas en 
los intrones a causa de la inserción de nuevos pseudoexones o deleción de exones [129]. 
2.8.4.3 MLPA 
También se han observado deleciones de gran tamaño en los genes responsables de NP-C, estas 
deleciones son difíciles de identificar por técnicas de secuenciación convencional, ya que cuando 
se encuentran en heterocigosidad aparecen como grandes regiones en las que los polimorfismos 
que se puedan detectar parecen variantes homocigotas, pudiendo generar problemas para 
identificar el patrón de segregación familiar, y cuando se encuentran en homocigosidad impiden 
la amplificación de la región y por lo tanto su análisis [130].  
Para identificar estas grandes deleciones se desarrolló la técnica de amplificación de sondas 
dependiente de ligandos múltiples (MLPA). Esta permite evaluar la dosis existente de cada una 
de las regiones que analiza por lo que se pueden detectar deleciones o duplicaciones de 
fragmentos del gen [131]. 
2.8.4.4 Secuenciación mediante NGS 
La reducción del coste y la implementación de las técnicas de secuenciación masiva están 
facilitando el acceso a estas. El diseño de paneles para la identificación de enfermedades de 
depósito lisosomal en los que se incluyen los genes responsables de NP-C, así como paneles para 
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otros grupos de riesgo en los que también se incluyen NPC1 y NPC2 (como paneles para ataxias, 
colestasis o esplenomegalia) están facilitando la implementación de cribados en los que 
identificar nuevos pacientes de forma precoz [132–134]. Del mismo modo el incremento de 
estudios de exomas completos también facilitan esta identificación [14,135] . 
2.9 TRATAMIENTO 
No existe un tratamiento curativo para la enfermedad de NP-C, por lo que el abordaje 
farmacológico consiste en reducir y retrasar la aparición de los síntomas. 
2.9.1 Miglustat 
La N-butildeoxinojiromicina (Miglustat; Zavesca®, Actelion Pharmaceuticals, Allschwil, Suiza) es 
el único tratamiento aprobado en Europa, desde 2006, para la sintomatología neurológica en 
niños y adultos con enfermedad de NP-C  [136,137]. 
Es un iminoazúcar de pequeño tamaño y soluble en agua capaz de atravesar la barrera 
hematoencefálica, cuyo mecanismo de acción es la inhibición parcial de la síntesis de 
glicoesfingolípidos [138]. Esta inhibición reduce el acúmulo de estos en el lisosoma y por lo tanto 
la sintomatología neurológica que provoca. Su efecto se extiende restableciendo las balsas 
lipídicas y la función de los complejos III y IV de la membrana mitocondrial además, proporciona 
protección contra el estrés oxidativo y reduce la degeneración axonal [139]. Recientemente se 
ha comprobado que el tratamiento con Miglustat enlentece la progresión de alteraciones en la 
sustancia blanca [140]. 
Se administra por vía oral y se absorbe rápidamente, presentando la máxima concentración 
plasmática a las 2 horas de su administración y una vida media en el organismo de 6-7 horas 
eliminándose principalmente por vía renal. La ingesta de alimentos junto con el fármaco reduce 
la absorción del mismo pero no a niveles clínicamente relevantes [136]. 
Los efectos adversos más frecuentes (80% de los pacientes tratados) se centran en el sistema 
gastrointestinal, provocando diarreas, flatulencias y dolor abdominal que generalmente se 
maneja fácilmente sin asistencia médica. El mecanismo causal más probable es la inhibición de 
disacaridasas gastrointestinales. Además, los pacientes pueden presentar alteraciones 
sanguíneas, neurológicas, neuromusculares, etc. (Tabla 2.9.1) Estudios en animales han 
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demostrado también una reducción de la espermatogénesis durante el tratamiento y toxicidad 
reproductiva, por lo que se desaconseja su administración durante el embarazo. Así mismo, el 
desconocimiento existente sobre el efecto en la leche materna recomienda evitar su 
administración durante la lactancia [136,139]. 
SISTEMA AFECTADO FRECUENCIA TRASTORNO 
Sangre y Sistema Linfático Frecuente Trombocitopenia 
Metabolismo y Nutrición Muy frecuente 
Pérdida de peso 
Disminución del apetito 
Psiquiátricos Frecuente 
Depresión 
Insomnio 
Disminución de la libido 
Sistema Nervioso 
Muy frecuente Temblores 
Frecuente 
Neuropatía periférica 
Ataxia 
Amnesia 
Parestesia 
Hipoestesia 
Cefalea 
Mareo 
Gastrointestinales 
Muy frecuente 
Diarrea 
Flatulencia 
Dolor abdominal 
Frecuente 
Náuseas 
Vómitos 
Distensión/molestia abdominal 
Estreñimiento 
Dispepsia 
Musculo-esquelético y  
Tejido Conjuntivo 
Frecuente 
Espasmos musculares 
Debilidad muscular 
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Generales Frecuente 
Fatiga 
Astenia 
Escalofríos 
Sensación de malestar 
Tabla 2.9.1.  Efectos adversos notificados en ensayo clínico o de forma espontánea durante el tratamiento 
con Miglustat. Clasificación de la frecuencia:  Muy frecuente ≥1/10; Frecuente ≥ 1/100; Poco frecuente 
≥1/1.000; Rara ≥1/10.000; Muy rara ≥1/100.000. Las reacciones están listadas por gravedad dentro de 
cada grupo de frecuencias. Adaptado de la ficha técnica 
2.9.2 Ciclodextrinas (ensayo clínico) 
Las ciclodextrinas son oligosacáridos cíclicos con un exterior hidrofílico y una cavidad interior 
hidrofóbica, por lo que son moléculas con una elevada solubilidad. Esta característica ha hecho 
que se utilicen como excipientes en múltiples complejos farmacológicos [141].  
Actualmente existen dos compuestos de 2-Hidoxipropil--ciclodextrinas (HPCDs) que se 
encuentran en ensayo clínico para su uso farmacológico en la enfermedad de NP-C. 
El ensayo con VTS-270 (Vtesse Inc., Gaithersburg, MD) como compuesto activo se encuentra 
reclutando pacientes para las fases 2/3 de ensayo clínico que tenían previsto finalizarse en 
marzo 2018, pero aún no hay resultados (Identificador del estudio en ClinicalTrials.gov: 
NCT02534844; ver enlaces). 
El estudio en fase 1 (NCT01747135) ha demostrado que la administración intratecal del 
compuesto es segura y bien tolerada a dosis de hasta 1.200 mg. Como efectos adversos se han 
observado casos de ataxia y fatiga tras la administración que han resultado ser dosis-limitantes, 
pero la otoxocidad observada ha sido menos limitante de lo previsto según los resultados en 
estudios animales. A nivel de eficacia, el estudio en fase 1 ha mostrado una mejora en los niveles 
de los biomarcadores analizados en líquido cefalo-raquídeo, indicando una movilización de los 
depósitos de colesterol a nivel neuronal [142]. 
El ensayo con Trappsol® CycloTM (CTD Holdings Inc., Alachua, FL) se encuentra en fase 1/2 para 
evaluar su eficacia y seguridad mediante inyección intratecal de tres dosis diferentes del 
compuesto en 12 pacientes con NP-C. El estudio se inició en marzo 2017 y su finalización está 
prevista para diciembre 2018, actualmente se encuentra reclutando pacientes (Identificador: 
NCT02912793; ver enlaces).  
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2.9.3 Arimoclomol® (ensayo clínico) 
Las proteínas de choque térmico se generan en la célula como respuesta a una situación de 
estrés y actúan como chaperonas, ayudando a las proteínas que se están desnaturalizando por 
culpa de ese estrés, a conservar su estructura y por lo tanto su funcionalidad. En la familia de 
proteínas HSP con un peso de 70kDa esta función se relaciona con el lisosoma ya que se ha 
observado que forma complejos con la membrana lisosomal aunque el mecanismo exacto se 
desconoce [143].  
Arimoclomol (Orphazyme, Copenhagen, Dinamarca) es una HSF70 humana recombinante que 
se encuentra en fase 2/3 de ensayo clínico para el tratamiento de NP-C (Identificador 
NCT02612129, ver enlaces). Estudios en fibroblastos y ratones deficientes para el gen NPC1, así 
como estudios con otras neuropatías, han demostrado su eficacia en el tratamiento de la 
sintomatología neurológica [144]. 
Estudios de la molécula a diferentes concentraciones han demostrado su eficacia y seguridad en 
pacientes con esclerosis lateral amiotrófica, así como su capacidad para cruzar la barrera 
hematoencefálica [145,146]. 
2.9.4 Vorinostat® (ensayo clínico) 
Se ha observado una desregulación de la acetilación de las histonas en células deficientes en el 
gen NPC1 y su recuperación cuando estas células se tratan con un inhibidor de histona 
deacetilasas (HDACi). El inhibidor utilizado es Vorinostat (Zolinza®) que además tiene la 
capacidad de atravesar la barrera hematoencefálica  [147]. Estudios en fibroblastos 
demostraron que dosis de hasta 10M del compuesto pueden normalizar el acúmulo de 
colesterol [148]. 
El ensayo clínico con Vorinostat en pacientes con enfermedad de NP-C se inició en abril de 2014 
y se completó en diciembre de 2016 (NCT02124083, ver enlaces), analizándose la seguridad y 
eficacia del tratamiento en 12 pacientes, pero los resultados aún no se encuentran publicados. 
Uno de los problemas que presenta esta molécula es su poca solubilidad que podría comportar 
una rápida eliminación y reducir su capacidad de distribuirse por los tejidos. Por este motivo se 
están realizando estudios que combinan las ciclodextrinas (altamente solubles) con el Vorinostat 
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para crear una molécula con una mayor biodisponibilidad. Este compuesto híbrido permite una 
mayor vida media del fármaco facilitando su accesibilidad al cerebro y  se ha comprobado que 
frena la progresión de la enfermedad neurológica y reduce la inflamación sistémica en modelos 
animales [149]. 
2.9.5 Carbonato de litio (ensayo clínico) 
Recientemente, en julio de 2017 se ha abierto un nuevo ensayo clínico en fase 1/2 para 
comprobar la capacidad protectora del carbonato de litio a nivel cerebral en pacientes con NP-
C (identificador: NCT03201627, ver enlaces). 
2.9.6 Acetil-DL-leucina 
En 2015 se publicó una serie de doce pacientes de enfermedad de NP-C tratados con acetil-DL-
leucina (Tanganil®, Pierre Fabre, Castres, Francia), observándose una mejoría en la ataxia que 
presentaban y en consecuencia una mejora en la calidad de vida de los pacientes [150]. 
En Francia, lugar de realización del estudio, el tratamiento con acetil-DL-leucina está aprobado 
para el tratamiento del vértigo desde 1957 pero su mecanismo de acción se desconoce [150]. 
2.9.7 Terapia génica 
Actualmente se están desarrollando estudios con modelos animales y celulares, para probar la 
eficiencia de la terapia génica utilizando AVV9 como vector. Los resultados muestran una 
mejoría significante en los ratones, pero a nivel cerebral el tratamiento es poco eficaz. Para 
mejorar su eficacia a nivel neurológico se están probando nuevos serotipos del vector, 
obteniendo resultados prometedores [151]. 
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3.1 HIPÓTESIS 
La dificultad que plantea el diagnóstico de la enfermedad de Niemann-Pick C induce a la 
búsqueda de indicadores diagnósticos a tres niveles: técnicas simplificadas de cribado, análisis 
de los mejores biomarcadores y profundizar en el estudio genético. Estas mejoras permitirían la 
identificación precoz de pacientes con riesgo de desarrollar daño neurológico irreversible. 
3.2 OBJETIVOS 
Para dar respuesta a estas necesidades nos planteamos una serie de objetivos distribuidos en 
dos grandes bloques, un primer apartado en el que se intenta mejorar el cribado y la evaluación 
de biomarcadores para la enfermedad, y un segundo bloque, de estudio molecular, en el que se 
pretende mejorar el conocimiento de los genes implicados y de posibles mecanismos 
reguladores de los mismos. 
Los objetivos detallados se presentan a continuación: 
3.2.1 BLOQUE 01: Estudios para detectar la enfermedad 
3.2.1.1 Desarrollo de nuevos sistemas de cribado para NP-C 
Este objetivo pretende desarrollar un nuevo sistema de cribado, simple, rápido y económico 
para detectar posibles pacientes de enfermedades de depósito lisosomal asociadas a 
alteraciones en el transporte del colesterol. 
3.2.1.2 Mejorar la determinación y valoración combinada de 
biomarcadores 
Este objetivo pretende discernir la constelación de biomarcadores más sensibles y específicos 
en la enfermedad de Niemann-Pick tipo C. Para ello se ha evaluado la puntuación otorgada en 
el NPC-SI y se ha comparado con las concentraciones plasmáticas de 7-cetocolesterol y 
CCL18/PARC y la actividad quitotriosidasa corregida por el genotipo. 
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3.2.2 BLOQUE 02: Estudio genético de la enfermedad de NP-C 
3.2.2.1 Caracterización de los genes NPC1 y NPC2 en población española 
Las variantes génicas pueden ser diferentes entre poblaciones. El efecto fundador puede 
provocar una desproporción entre la frecuencia de variantes patogénicas. Además, la 
identificación de una variante más frecuente entre la población a estudio facilita el diagnóstico 
de la enfermedad y reduce costes. Por lo tanto, en este apartado nos proponemos conocer la 
distribución de variantes en los genes NPC1 y NPC2 en nuestra población. 
3.2.2.2 Asignación de efecto a variantes de significado incierto 
Uno de los principales problemas para el diagnóstico de la NP-C es el gran número de variantes 
sin significado conocido. Cuando estas variantes se combinan entre ellas o con una variante 
patogénica no podemos afirmar que sean causantes de la enfermedad.  
Por este motivo, en este objetivo pretendemos evaluar varias de estas variantes observadas en 
nuestra población para asignarles un efecto benigno o patogénico. 
3.2.2.3 Otros factores que pueden afectar la expresión del gen NPC1 
Existen otros factores, externos a la secuencia del gen NPC1 que pueden estar afectando a su 
expresión y por lo tanto pueden estar implicados en la expresión fenotípica de la NP-C. Pudiendo 
existir otros genes implicados en el desarrollo de la sintomatología, así como microRNAs que 
regulen la expresión del gen NPC1. 
Evaluar caracteres genéticos comunes en los sujetos con sintomatología de la enfermedad y sin 
una justificación genética para los mismos así como evaluar la presencia de alteraciones en el 
miR33a podría esclarecer el mecanismo por el que se desarrolla la enfermedad en estos 
pacientes. . 
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4.1 MATERIAL 
4.1.1 Pacientes 
Los sujetos a estudio se han dividido de la siguiente manera en base a los objetivos marcados: 
• Objetivo 1: para su realización se ha incluido 121 sujetos incluyendo controles sanos y 
pacientes con sospecha de NP-C, y DLAL.  
• Objetivos 2 ,3 y 4: para su realización se han incluido 180 individuos con sospecha de 
NP-C, todos ellos se trataban de casos índices. 
• Objetivo 5: para su realización se han incluido 11 sujetos, con manifestaciones clínicas 
de NP-C pero sin un diagnóstico genético concluyente. 
Todos los sujetos han sido informados del estudio y se les ha entregado hoja informativa y 
consentimiento informado para la cesión de las muestras biológicas destinadas a la 
investigación. En la Unidad de Investigación Traslacional del Instituto de Investigación Sanitaria 
Aragón (IIS Aragón) en el Hospital Universitario Miguel Servet, se recibe además de la muestra 
extraída, dicho consentimiento informado firmado. Este fue aprobado por el Comité de Ética de 
Investigación Clínica de Aragón (CEICA), del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (Zaragoza, 
España) y la investigación llevada a cabo cumple los principios éticos para la investigación con 
humanos recogidos en la Declaración de Helsinki (Finlandia, 1964) y sus posteriores 
modificaciones (Brasil, 2013).  
A los pacientes con sospecha clínica de NP-C se les aplicó el índice de sospecha (NPC-SI, ver 
enlaces), según la versión de 2016[105,106], para la orientación en el diagnóstico de la 
enfermedad. Este índice otorga un riesgo de padecer NP-C en base a sintomatología visceral, 
neurológica y psiquiátrica, y como se combinan estos síntomas. Además, tiene en consideración 
los antecedentes familiares y la edad del paciente, ya que existen dos sistemas para realizar el 
cálculo en función de si el sujeto es mayor o menor de 4 años. 
4.1.2 Material biológico 
En el presente trabajo se han utilizado muestras biológicas de los individuos descritos en el 
apartado 3.1.1 con sospecha de sufrir enfermedad de depósito lisosomal (EDL), principalmente 
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enfermedad de Niemann Pick tipo C (NP-C) aunque también se han incluido en alguno de los 
apartados de análisis muestras de déficit de lipasa ácida lisosomal (DLAL), ya sea como controles 
o por el interés que reportaba trabajar con las diferentes enfermedades simultáneamente.  
Todas las muestras de pacientes provienen de excedente de material obtenido para el 
diagnóstico clínico. Los especímenes biológicos con los que se realiza el proyecto son:  
1. Sangre total (10 mL) obtenida por punción venosa recogida en tubo con anticoagulante 
K2 EDTA. 
2. Sangre total (3 mL) obtenida por punción venosa y recogida en tubo TEMPUS, específico 
para la preservación del RNA. 
3. Plasma. 
4. DNA procedente de leucocitos. 
5. RNA procedente de leucocitos. 
4.1.3 Aparatos e instrumentos 
La mayor parte del aparataje utilizado para el desarrollo del proyecto se ubica en la Unidad de 
Investigación Traslacional del Hospital Universitario Miguel Servet, formando parte de las 
instalaciones el Instituto de Investigación Sanitaria Aragón (IIS Aragón).  
A continuación, se indican los instrumentos utilizados para el desarrollo del proyecto, 
remarcando la ubicación del mismo sólo en aquellos casos en los que varía de la anteriormente 
citada (Tabla 4.1.1). 
FUNCIÓN NOMBRE MODELO MARCA OBSERVACIONES 
Esterilización 
Autoclave 80-LRV Matachana 
Material de plástico y disoluciones 
(120ºC, 1 atm, 20 min) 
Estufa de secado UFP800DW Memmert Secado de material a 65ºC 
Pesado 
Balanza analítica KB 800-2 Kern 
 Balanza de 
precisión 
TP-214 
Denver 
Instruments 
Almacena-
miento 
Ultracongelador 
MDF-U54V Sanyo Almacenamiento de muestras -80ºC 
MDF-U52VF Sanyo  
Frigorificos 
PTE-01-
2_z2(E)HC 
Pecomark Almacenamiento general 4ºC 
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FUNCIÓN NOMBRE MODELO MARCA OBSERVACIONES 
Efficient Edesa 
3KEB5611 Balay 
Congeladores 
12.339 Koxka Zaragoza 
Almacenamiento general -20ºC 
DGN3063 Liebherr 
Material 
volumétrico 
Micropipetas 
Finppipette ThermoScientific 
 
Corning Lambda Plus 
Micropipetas 
multicanal 
Finppipette ThermoScientific 
Medida de pH pHmetro pH25 Crison  
Atemperado 
Bloques 
térmicos 
Multiplacas Selecta 
Atemperación de medios y reacciones 
TS-100 BioSan 
Estufas 
Heraeus 
Series 6000 
Thermo 
Centrífugas 
Microcentrífugas 
24D Labnet 
Procesado de muestras 
L1301-230V Labnet 
Temperatura 
ambiente 
5702 Eppendorf 
Termostatizadas 
5810R Eppendorf 
Digicen21R Ortoalresa Procesado RNA 
PCR 
Termocicladores 
2720 
Applied 
Biosystems 
 
Verity® 96 
Well 
Applied 
Biosystems 
c1000 Touch BioRad 
Real-time PCR*  
ViiA7 
Applied 
Biosystems 
StepOne 
Plus 
Applied 
Byosistems 
Secuenciación 
Secuenciador 
capilar* 
3500 XL 
Genetic 
Analyzer 
Applied 
Bioystems 
Secuenciación capilar tipo Sanger 
NGS** HiSeq 2000 Illumina Secuenciación exómica 
Técnicas 
fluoriméticas y 
espectrofotomé-
tricas 
Lector de 
microplacas 
Sinergy HR BioTek Absorbancia 
Nano-drop 
Nanodrop 
2000c 
Applied 
Biosystems 
Calidad DNA/RNA 
Fluorímetro QubitTN 3.0 
Thermo Fisher 
Scientific 
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FUNCIÓN NOMBRE MODELO MARCA OBSERVACIONES 
LSD45 PerkinElmer Fluorescencia 
Electroforesis 
Cubetas T-B-Gel Scie-Plas 
Muestras DNA/RNA 
Fuentes de 
alimentación 
PowerPack 
HC 
BioRad 
Transiluminador Gbox Syngene 
Proteómica 
Espectrómetro 
de masas* 
4800plus 
MALDI-TOF 
/ TOF 
ABSciex  
Agitadores 
Agitador de 
placas 
PMS-1000 Grant-bio Determinaciones enzimáticas 
Agitador orbital F200 FALC DNA 
Vórtex 
Bio Vortex 
V1 
Biosan 
Procesado de muestras 
7001721 Selecta 
Cabinas de flujo 
laminar 
 Titan ScanLaf Extracción RNA 
Tabla 4.1.1. Aparataje utilizado para el desarrollo del proyecto. *Estos equipos de encuentran ubicados 
en el Centro de Investigación Biomédica de Aragón (CIBA). **Este equipo se encuentra en la empresa 
Sistemas Genómicos (Valencia, España). 
 
4.1.4 Reactivos 
4.1.4.1 Reactivos generales 
Los reactivos utilizados fueron de grado analítico o apto para biología molecular. La mayoría de 
ellos pertenecían a las casas comerciales Sigma-Aldrich, Merk, Gibco, Panreac® e Invitrogen. 
4.1.4.2 Reactivos para estudios moleculares 
Los iniciadores para PCR fueron obtenidos de la literatura o diseñados mediante el programa 
informático Oligo7 a partir de secuencias de referencia de la base de datos NCBI. Fueron 
validados mediante PrimerBlast 3 y sintetizados por Integrated DNAes Scientific (IDT; Leuven, 
Belgium).  
MATERIAL Y MÉTODOS 
91 
 
Las secuencias de los iniciadores utilizados para la amplificación de DNA genómico se muestran 
en la siguiente tabla (Tabla 4.1.2). 
Iniciadores para la amplificación del gen CHIT1  
NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA 
TAMAÑO 
FRAGMENTO 
D-Ch-Ex10 
Exón 10* 
5’-AGCTATCTGAAGCAGAAG-3’ 
75 pb 
R-Ch-Ex10 5’-GGAGAAGCCGGCAAAGTC-3’ 
Iniciadores para la amplificación del gen NPC1  
NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA TAMAÑO FRAGMENTO 
D-NPC1_Del(1) Región intergénica 
Hasta intrón 01 
5'- TCATGCCACTAGACTACAACC -3' 
7 Kb 
R-NPC1_Del(1) 5'- GCACACTGTCTTCATGACCA -3' 
D-NPC1-Amp01 5’-UTR / 
 Exón 01 
5’-AGAGCGTGGCCGGAGACA-3’ 501 pb 
R-NPC1-Amp01 5’-GAAGGGCAACACGGGGAC-3’  
D-NPC1-In01 
Intrón 01 
5’-GCACCAATCGACACTCTAGC-3’ 
902 pb 
R-NPC1-In01 5’-ATCCTGCCGAAAGAAGCAAC-3’ 
D-NPC1-Amp02 
Exón 02* 
5’-TGAGTGGGCACTTCTTGTTG-3’ 
282 pb 
R-NPC1-Amp02 5’- CACCTCCACCCTGCAATAAC-3’ 
D-NPC1-Amp03 
Exón 03* 
5’- TGAGGAATGTTGACCTTACTCTAAC-3’ 
239 pb 
R-NPC1-Amp03 5’-GAAAGCTGAGCATTACCAGTTC-3’ 
D-NPC1-Amp04 
Exón 04* 
5’- TTTAAAATCGTTCTTGCTGGC-3’ 
304 pb 
R-NPC1-Amp04 5’- CAATTTGCTCTGCTGTCCTG-3’ 
D-NPC1-Amp05 
Exón 05* 
5’- TCTTGCCTCGTGAATTACAGC-3’ 
302 pb 
R-NPC1-Amp05 5’- ACTGTGCCCAGCCAGTTC-3’ 
D-NPC1-Amp06 
Exón 06* 
5’- TTCAGTGGGCTTTTCTTTGAG-3’ 
411 pb 
R-NPC1-Amp06 5’- CAAATGAAAGCTCAAAGTGCC-3’ 
D-NPC1-Amp07 
Exón 07* 
5’- TGGGATTACAGGAATGTCCC-3’ 
233 pb 
R-NPC1-Amp07 5’- GCAACCCCACTGAGGAAAC-3’ 
D-NPC1-Amp08 
Exón 08* 
5’- ACTTTCAGGAACGGCTTGG-3’ 
494 pb 
R-NPC1-Amp08 5’- CATGTAAAAGCCAGCAAACC-3’ 
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NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA TAMAÑO FRAGMENTO 
D-NPC1-Amp09 
Exón 09* 
5’- TGACCCTCAGGGCAATG-3’ 
416 pb 
R-NPC1-Amp09 5’- TTTGCTCACCTCTGGGTTATG-3’ 
D-NPC1-In09 
Intrón 09 
5’-GCGTCCTCATAACCCCAGT-3’ 
915 pb 
R-NPC1-In09 5’-CAAGTCCTGTATGCCGGGTA-3’ 
D-NPC1-Amp10 
Exón 10* 
5’- AGGGCCCATGTTGTCCTTAG-3’ 
338 pb 
R-NPC1-Amp10 5’- GGTAAGAAATTAACAAAACTGCCC-3’ 
D-NPC1-Amp11 
Exón 11* 
5’- CCCCTGGTATGTGTCTAATTTTC-3’ 
229 pb 
R-NPC1-Amp11 5’- AAGTGTCTAGCTTCCCACAATG-3’ 
D-NPC1-Amp12 
Exón 12* 
5’- AAAACGTGGCCTTTGTATCG-3’ 
448 pb 
R-NPC1-Amp12 5’- GAAAATAGATGTAGGCAACAGAAAC-3’ 
D-NPC1-Amp13 Exón 13* 5’- AAGTGGGACAGACAACCCTG-3’ 
305 pb 
R-NPC1-Amp13  5’- CAGGAGCCATTCACAGTCC-3’ 
D-NPC1-Amp14 
Exón 14* 
5’- ACACAAGGCAGCAAGAAATG-3’ 
250 pb 
R-NPC1-Amp14 5’- AGCTCCTTCTTTCTCCAGGC-3’ 
D-NPC1-Amp15 Exón 15 /  
Exón 16* 
5’- CATGAACATAAGACCTGCAGAGAG-3’ 
504 pb 
R-NPC1-Amp15 5’- TCTTAGAAGGCATGTGATAATCTG-3’ 
D-NPC1-Amp16 
Exón 17* 
5’- TGCTTAAGATTTTATTTCTGGTCG-3’ 
264 pb 
R-NPC1-Amp16 5’- AGCAGGCACTTGCTTGAAAC-3’ 
D-NPC1-Amp17 
Exón 18* 
5’- GATCCTCGCCTTGCTTAGTTAC-3’ 
319 pb 
R-NPC1-Amp17 5’- GACTGCCTGGCTGAGAGC-3’ 
D-NPC1-Amp18 
Exón 19* 
5’- TGAAACTAAAGACTTCCTCCCTG-3’ 
272 pb 
R-NPC1-Amp18 5’- CAAATAGGTATAAACTGAGGCACG-3’ 
D-NPC1-Amp19 
Exón 20* 
5’- AAGAAAGTAATGCCCCTCACTG-3’ 
319 pb 
R-NPC1-Amp19 5’- CCATGCAACTGTCTTAGCCC-3’ 
D-NPC1-Amp20 
Exón 21* 
5’- TTTGCTTAGCCTCAAGTGCTC-3’ 
339 pb 
R-NPC1-Amp20 5’- ACCCAGTGTAGGCCCTTTG-3’ 
D-NPC1-Amp21 
Exón 22* 
5’- GTGACAGGATGAACACGCAG-3’ 
370 pb 
R-NPC1-Amp21 5’- TCTAAGACAGCCAATTCCCC-3’ 
D-NPC1-Amp22 
Exón 23* 
5’- TGCCTAGGGTCTTCAACAGG-3’ 
226 pb 
R-NPC1-Amp22 5’- GAGGAGGATTACTTTGTGGTGC-3’ 
D-NPC1-Amp23 
Exón 24* 
5’- CTTGAACCTGGGAGAAATCC-3’ 
321 pb 
R-NPC1-Amp23 5’- TCAGGATAGAATTCCCTTTCAG-3’ 
D-NPC1-Amp24 Exón 25 / 
 3’-UTR* 
5’- TATGCCCAGCCAACTAGCTC-3’ 
202 pb 
R-NPC1-Amp24 5’- AGTGGTAAACCGACCGACC-3’ 
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Iniciadores para la amplificación del gen NPC2  
NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA TAMAÑO FRAGMENTO 
D-NPC2-Amp01 
5’-UTR / Exón 01* 
5’- ACAGGTTTGTCTTGTGACCG-3’ 
229 pb 
R-NPC2-Amp01 5’- AGCCCCAGGGGTCTCAG-3’ 
D-NPC2-Amp02 
Exón 02* 
5’- GCCTAGCTGGCTTATTTCTCC-3’ 
247 pb 
R-NPC2-Amp02 5’- TCCATTCCCATGCTTATTCC-3’ 
NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA TAMAÑO FRAGMENTO 
D-NPC2-Amp03 
Exón 03* 
5’- GACCCTAGGAATGCTGTTGC-3’ 359 pb 
R-NPC2-Amp03 5’- CCCATCTCTGCTTCTTGCC-3’  
D-NPC2-Amp04 
Exón 04* 
5’- CCAATTATGGATAGAAGTCAGGTC-3’ 
193 pb 
R-NPC2-Amp04 5’- TTTCTCCTCCACTTTCTTCCC-3’ 
D-NPC2-Amp05 Exón 05  
/ 3’-UTR* 
5’- CTTGCCCTAGGGTTATTGCC-3’ 
153 pb 
R--NPC2-Amp05 5’- GGTGCTGTCAAGAGTCTCAGC-3’ 
 
Iniciadores para la amplificación del microRNA33a  
NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA TAMAÑO FRAGMENTO 
D-primi33a 
Intrón 16 SREBP2 
5’-AGGTGGACTCCTTTTTCATCCCTT-3’ 654 pb 
R-primi33a 5’-TGCCCAGGTCCACTGACAATACTA-3’  
 
Iniciadores para la amplificación de SMPD1 
NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA TAMAÑO FRAGMENTO 
D-SMPD1_E03 
Exón 03 
5’-TGGGGAAGATGTCATGTATGCTTTTACCCT -3’ 
718 pb 
R-SMPD1_E03 5’-GATGCCCTCTTTCTCCAACCTGTTCTAGTG -3’ 
D-SMPD1_E06 Exón06 /  
3’-UTR 
5’-CTACCGCCTGGCACAACCTGGTATA-3’ 
688 pb 
R_SMPD1_E06 5’- AGATCTCCTTGCCCTGCTTGCCT-3’ 
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Iniciadores para la amplificación de ANK1 
NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA TAMAÑO FRAGMENTO 
D-ANK1 
Exón 39 
5’-GCCCCAGTGTTTGGACCAT-3’ 
762 pb 
R-ANK1 5’-AGAGAAACGGAAGCACCACC-3’ 
    
Iniciadores para la amplificación de SPG7 
NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA TAMAÑO FRAGMENTO 
D-SPG7 Exón 11 5’-AGCCTAGCCAACTTTGCGAAA-3’ ??? pb 
R-SPG7  5’-CCACACAGCAGGAAAAGCATC-3’  
 
Iniciadores para la amplificación de POLG 
NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA TAMAÑO FRAGMENTO 
D-POLG 
Exón 13 
5’-TCATTTCCCAGCTGATGACGAC-3’ 
Pb 
R-POLG 5’-GCTCCCTGCATAATAACAAATCGG-3’ 
Tabla 4.1.2. Iniciadores utilizados para la amplificación de DNA. * Iniciadores no diseñados para el 
proyecto. Se ha obtenido de publicaciones previas ajenas al grupo. 
Las secuencias de los iniciadores utilizados para la amplificación de cDNA se muestran en la 
siguiente tabla (Tabla 4.1.3). 
Iniciadores para la amplificación del cDNA de -Actina 
NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA 
TAMAÑO 
FRAGMENTO 
D-Actina Exones 04-06 5’- ACACTGTGCCCATCTACGAGG -3’ 621pb 
R-Actina  5’- AGGGGCCGGACTCGTCATACT -3’  
    
Iniciadores para la amplificación del cDNA de NPC1 
NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA 
TAMAÑO 
FRAGMENTO 
D-cNPC1-A01 
Exones 01-06 
5’-AGGTGGACTCCTTTTTCATCCCTT-3’ 
716 pb 
R-cNPC1-A01 5’-CACAGACAATAGAGCAGTCTTGGCA-3’ 
D-cNPC1-A02 
Exones 06-09 
5’-CCAAAGGCTGTGACGAGTCT-3’ 
769 pb 
R-cNPC1-A02 5’-GTGCAGTTCGTGTTATACGG-3’ 
D-cNPC1-A03 
Exones 08-12 
5’-CCCTTTGGACCTCCGCTTGAC-3’ 
793 pb 
R-cNPC1-A03 5’-CCAGGAACGGGATGACTTCAATCAC-3’ 
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NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA 
TAMAÑO 
FRAGMENTO 
D-cNPC1-A04 
Exones 11-16 
5’-TGACAGTGATGTCTTCACCGTTGTA-3’ 
745 pb 
R-cNPC1-A04 5’-CGAAAGAGACTGATCCAATCCAAT-3’ 
D-cNPC1-A05 Exones 15-21 5’-CTGCTAAAGGACTGGTATGAGACCAA-3’ 798 pb 
R-cNPC1-A05  5’-GATGGTCAGGTACTGTTCGTAGAAG-3’  
D-cNPC1-A06 
Exones 20-25 
5’-CAGTGCCTACCGAGTATTTCCTTACAGTGT-3’ 
595 pb 
R-cNPC1-A06 5’-CCTTTGTATCGCTCTTCAGTGGCACAACTT-3 
    
Iniciadores para la amplificación del cDNA de NPC2 
NOMBRE 
REGIÓN 
AMPLIFICADA 
SECUENCIA TAMAÑO FRAGMENTO 
D-cNPC2-A00 
Exones 1-5 
5’GTTTCCTGGCAGCTACATTCT-3’ 
798 pb 
R-cNPC2-A00 5’GAGATGAGAAACGATCTGTACTGGG-3’ 
Tabla 4.1.3. Iniciadores para la amplificación de cDNA. 
La Taq polimerasa utilizada para la reacción de PCR fue BioTools DNA Polymerase (BioTools, 
Madrid) proporcionada junto a una solución de MgCl2 50 mM y una solución tamponadora (Tris 
HCl 750 mM, KCl 500 mM y (NH4)2SO4 200 mM). 
Los oligonucleótidos y las sondas TaqMan utilizadas para qRT-PCR fueron diseñados y 
sintetizados por Applied Biosystems (California, USA; Tabla 4.1.4). 
Iniciadores para la cuantificación de la expresión del gen NPC1 
NOMBRE REGIÓN AMPLIFICADA REFERENCIA FLUORÓGENO 
NPC1_E09 Exones 09-10 Hs00264835_m1 FAM 
GADPH Exón 08 Hs02786624_g1 VIC 
Tabla 4.1.4. Iniciadores utilizados para la cuantificación de la expresión del gen NPC1. 
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4.1.4.3 Kits comerciales 
 
  
NOMBRE UTILIDAD CASA COMERCIAL 
BigDye Terminator v.3.1 
Cycle Sequencing kit 
Reacción de secuenciación Applied Biosystems 
Cholesterol Farb-Test 
colorimetric method 
Cuantificación de concentración de 
colesterol 
Boehringer Mannheim 
DuoSet Human 
CCL18/PARC 
Cuantificación de la concentración de la 
quimiocina CCL18/PARC 
Vitro 
ExoSAP-IT™ PCR Product 
Cleanup Reagent 
Purificación de fragmentos amplificados 
por PCR 
BioTools 
High Capacity cDNA 
reverse transcription 
Retro-transcripción Applied Biosystems 
Microcon® 30 Purificación de DNA Millipore 
Nucleon BACC3  Extracción de DNA  GE Healthcare 
PowerUpTM SYBR® Green 
Master Mix 
PCR cuantitativa Applied Biosystems 
Quant-iT™ dsDNA BR 
Assay Kit 
Medición de la concentración de DNA Invitrogen™ 
TaqMan Multiplex Master 
Mix 
PCR cuantitativa Applied Biosystems 
Tempus™ Spin  Extracción de RNA Thermo Fisher Scientific 
Tabla 4.1.5. Kits utilizados para el desarrollo del proyecto. 
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4.2 MÉTODOS 
Los métodos utilizados en cada una de las publicaciones asociadas a este trabajo se presentan a 
continuación (Tabla 4.2.6). 
MÉTODO PUBLICACIÓN 
Separación de extractos Neurología 2017*,  
Determinación de biomarcadores plasmáticos Neurología 2017*, Clinica Chimica Acta 2018** 
Test de resistencia osmótica eritrocitaria Clinica Chimica Acta 2018** 
Cuantificación de colesterol en membrana eritrocitaria Clinica Chimica Acta 2018** 
Análisis molecular del gen CHIT1 Neurología 2017*, Clinica Chimica Acta 2018** 
Análisis molecular de los genes NPC1 y NPC2 Neurología 2017*, Clinica Chimica Acta 2018** 
Análisis de variantes genéticas European Journal of Medical Genetics 2018*** 
(en revisión) 
Análisis molecular de la transcripción de NPC1 y NPC2 Neurología 2017*,  
Cuantificación de la expresión del gen NPC1  
Análisis de exomas  
Análisis molecular del pri-miR-33a.  
Tabla 4.2.1. Publicaciones asociadas a los métodos descritos. * Nueva variante asociada a enfermedad de 
Niemann-Pick tipo C: manifestaciones neurológicas y caracterización bioquímica, molecular y celular. 
López de Frutos L, Romero-Imbroda J, Rodríguez-Sureda V, Giraldo P. Neurología 2017. **The erythrocyte 
osmotic resistance test as screening tool for cholesterol-related lysosomal storage diseases. López de 
Frutos L, Cebolla JJ, Irún P, Köhler R, Giraldo P. Clinica Chimica Acta 2018. *** Web-based bioinformatics 
predictors: Recommendations to assess lysosomal cholesterol trafficking diseases related genes. López de 
Frutos L, Cebolla JJ, Irún P, Köhler R, Giraldo P. European Journal of Medical Genetics 2018. 
A continuación, se describe cada técnica con mayor detalle de lo realizado en las publicaciones. 
4.2.1 Separación de extractos 
A partir del tubo de sangre total anticoagulado con K2 EDTA se obtuvo una fracción de plasma, 
DNA genómico y un extracto del colesterol embebido en la membrana eritrocitaria. 
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4.2.1.1 Separación plasmática 
Reactivos: 
• Butil hidroxitolueno (BHT) 
• NaCl 0,9% (v/v) 
Procedimiento: 
Mediante la centrifugación de los tubos K2 EDTA a 2.000 g durante 15 minutos en una centrífuga 
no refrigerada se consiguió la separación de tres fracciones, la fracción superior formada por el 
plasma se dividió en 4 alícuotas, a una de los cuales se añadió un 1% de BHT como antioxidante. 
Las cuatro alícuotas fueron conservadas a -20ºC hasta su utilización. 
Para evitar la alteración de los elementos formes, el volumen de plasma recuperado de cada 
tubo fue sustituido por solución salina, NaCl al 0,9% (p/v). 
4.2.1.2 Extracción de colesterol total de la membrana eritrocitaria 
Reactivos: 
• Agua destilada 
• Tritón 100x 
• Butil hidroxitolueno (BHT) 
Procedimiento: 
El colesterol contenido en los eritrocitos se obtuvo a partir de 150 L de sangre total obtenida 
en tubos K2 EDTA. 
Para ello se centrifugaron las muestras a 2.000 g durante 15 minutos para separar las tres fases, 
eliminando mediante aspiración al vacío los dos superiores (plasma y leucocitos). A 
continuación, se lisaron los eritrocitos mediante una solución hipotónica (agua destilada). La 
fracción de colesterol se aisló mediante modificaciones del método Bordier [152,153] para ello 
se realizó una primera incubación con Tritón 100x durante 10 minutos a 4ºC y otra de 5 minutos 
a 37ºC,  seguida de una centrifugación de las muestras para recuperar el sobrenadante  repetir 
el procedimiento con Tritón 100x al 80%. 
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El sobrenadante final se recuperó y se conservó a -20ºC hasta su uso, conservada con butil 
hidroxitolueno (BHT) para evitar la oxidación de la muestra. 
4.2.1.3 Obtención de DNA genómico 
4.2.1.3.1 A partir de sangre total 
Reactivos: 
• Nucleon BACC3 
• Perclorato sódico 
• Cloroformo 
• Etanol absoluto 
• Etanol 70% (v/v) 
• Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 
• Tris aminometano  
Procedimiento: 
El DNA genómico se obtuvo a partir de sangre total extraída por punción venosa y recogida en 
un tubo con anticoagulante EDTA. La extracción del DNA se realizó mediante el kit comercial 
Nucleon BACC3 siguiendo las instrucciones del mismo, que constan de tres pasos. 
En el primer paso se realizó la lisis celular, mediante la mezcla de 7,5 mL de sangre total y 42 mL 
de reactivo A diluido, tras agitar durante 10 minutos en un agitador orbital se centrifugó a 1.500 
g durante 5 minutos, para poder eliminar el sobrenadante. El reactivo A presenta una elevada 
concentración de azúcares, por lo que es importante realizar este paso en una zona esterilizada. 
Tras la centrifugación se añadieron 2 mL de reactivo B y se agitó mediante vórtex para terminar 
la lisis celular. 
El segundo paso fue la eliminación de proteínas mediante la adición de 500 L de perclorato 
sódico, una suave agitación y la adición de 2 mL de cloroformo para homogeneizar nuevamente 
la muestra. Se dejó reposar hasta la aparición de dos fases, tras la cual se añadieron 300 L de 
la resina proporcionada por el kit comercial y se centrifugó a 1.300 g durante 3 minutos. 
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La fase inferior correspondía a la fase orgánica en la que quedan las proteínas, por lo que fue la 
fase superior, que contiene el DNA, la que se recuperó. El DNA se precipitó mediante la adición 
de etanol absoluto frío, la solución fue homogeneizada por inversión hasta que se observó la 
formación de hebras de DNA que se pudieron separar del solvente. Este DNA fue lavado en una 
solución de etanol al 70% y se conservó diluido en 300 L de Tris-EDTA 1x. 
El producto final se dejó en agitación durante 24 horas para su total disolución y se conservó a -
20ºC hasta su uso. 
4.2.1.3.2  A partir de gota de sangre seca 
Reactivos: 
• Agua destilada 
• Hidróxido de sodio 0,1N 
• Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 
• Tris aminometano 
• Ácido clorhídrico 
Procedimiento: 
El DNA fue extraído a partir de sangre total depositada en una tarjeta de papel de filtro 
Whatman, tras dejarla secar un mínimo de 4 horas y conservándola a -20ºC junto con un 
desecante hasta su uso. 
De la tarjeta se obtuvo una muestra de 3 mm de diámetro que se incubó tres veces con 300 L 
de agua durante 10 minutos, con intención de eliminar el máximo de hematíes. Tras los lavados 
se realizó otra incubación de 5 minutos con 35 L una solución 0,1 N de hidróxido de sodio y 0,3 
mM de EDTA con un pH final de 13. Tras esta, se adicionaron 65 L de una solución tampón a 
pH 7 (0,1 M de Tris- HCl) y se dejó reposar 10 minutos.  
Finalmente se realizó una centrifugación a 10.000 rpm durante 30 segundos y el sobrenadante 
fue recogido y conservado a -20ºC hasta su uso. 
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4.2.1.3.3 Determinación de calidad y pureza 
La calidad, pureza y concentración del DNA obtenido fue realizada principalmente mediante 
medición por espectofotometría en un Nanodrop 2000c.  
Los ácidos nucleicos, a causa de su estructura formada por bases nitrogenadas aromáticas, 
absorben radiación a una longitud de onda () de 260 nm. Las proteínas al presentar 
aminoácidos aromáticos la absorben a una  de 280 nm. 
Por este motivo mediante la medición de la absorbancia a 260 nm se puede cuantificar el DNA 
presente en una muestra y la ratio 260/280 nos proporciona información sobre la pureza de la 
misma, considerándose correcta cuando los valores son cercanos a 1,8. Valores inferiores son 
indicativos de que la muestra se encuentra contaminada con proteínas.  
Un subgrupo de muestras además fue valorado por un método fluorométrico mediante Qubit™. 
Para realizar la medición se preparó una dilución del reactivo de reacción con un tampón 
proporcionado por la casa comercial, mezclados en proporción 10:200 con unos estándares 
también proporcionados, y en proporción 1:200 con las muestras a estudio. Tras una incubación 
de 2 minutos se analizaron los estándares en el fotómetro para realizar la calibración del mismo, 
y posteriormente se analizaron las muestras.  
4.2.1.4 Obtención de RNA leucocitario 
Reactivos: 
• Tempus Spin RNA Isolation Reagent Kit 
• Absolute RNA wash solution 
Procedimiento: 
El RNA proveniente de leucocitos se obtuvo a partir de 3 mL de sangre total extraída mediante 
punción venosa en tubos TEMPUS. Estos tubos contienen un agente estabilizador del RNA que 
permite una mayor conservación de la muestra.  
La extracción fue realizada mediante el kit comercial Tempus Spin RNA Isolation Reagent Kit. 
Tras mezclar los 9 mL contenidos en el tubo TEMPUS (3 de sangre y 6 de agente estabilizador) y 
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3 mL de PBS se agitó vigorosamente en el vórtex, para a continuación centrifugar la mezcla a 
3000 g durante 30 minutos a una temperatura de 4ºC. 
El sobrenadante fue eliminado cuidadosamente y se eliminaron los restos de líquido mediante 
inversión, dejando el tubo abierto y boca abajo durante un par de minutos. El precipitado fue 
resuspendido en 400 L de solución de resuspensión de RNA, agitado vigorosamente y 
mantenido en hielo hasta su uso. 
Se preparó la columna de extracción dentro de un tubo de recogida y se humedeció su 
membrana con 100 L de solución de lavado número 1. Añadimos el RNA resuspendido en el 
paso anterior y se centrifugó a 16.000 g durante 30 segundos, para desechar el contenido del 
tubo de recogida y añadimos otros 500 L de la solución de lavado número 1 sobre la membrana 
para volver a centrifugar en las mismas condiciones. Nuevamente se desechó el eluído y 
añadimos 500 L de la solución de lavado número 2 para repetir la centrifugación, pero esta vez 
a 16000 g durante 1 minuto. 
En el siguiente paso consistió en eliminar los restos de DNA genómico que conservaba el 
resuspendido inicial, para ello se realizó un tratamiento con DNAsas, añadiendo 100 L de una 
solución de lavado absoluta (Absolute RNA wash solution) y dejando incubar 15 minutos. Una 
vez transcurridos se añadieron 500 L de la solución de lavado número 2 e incubamos 5 minutos 
más, para a continuación centrifugar a 16.000 g durante 30 segundos. Eliminamos el eluído y 
repetimos este último lavado, finalmente se centrifugó la columna sin añadir solución alguna 
durante otros 30 segundos para secar totalmente la membrana. 
Cambiamos el tubo de recuperación por uno limpio, ya que el siguiente paso consistía en 
recuperar el RNA adherido a la membrana de la columna de extracción. Para ello se añadieron 
100 L de la solución de elución y realizamos una incubación de 2 minutos a 70ºC para a 
continuación centrifugar a 16000 g durante 30 segundos. Finalmente recuperamos el eluído y lo 
depositamos nuevamente en la columna, volviendo a centrifugarlo a 16.000 g durante 2 
minutos, de forma que recuperamos todo el RNA remanente en la columna. 
Recuperaremos 10 L del eluído para medir la concentración de la muestra y el resto se dividió 
en alícuotas de 15 L a una concentración de 100 ng/L cada una. Estas fueron conservadas a -
80ºC hasta su uso. 
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4.2.1.4.1 Determinación de calidad y pureza 
La calidad, pureza y concentración del RNA obtenido se determinó mediante medición por 
espectofotometría en un Nanodrop 2000c.  
Como consecuencia de la diferencia entre el uracilo y la timina los valores de absorbancia varían 
ligeramente respecto al DNA, por ese motivo la ratio 260/280 se encuentra un poco elevada, 
considerándose que la muestra tiene una pureza suficiente cuando se obtienen valores entre 2 
y 2,2.  
4.2.1.4.2 Determinación de la integridad del RNA 
Reactivos: 
• Agarosa 
• Bromuro de etidio 
• Azul de bromofenol 
• Marcador de DNA de bajo peso molecular 
• TAE 1x:  
o Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 
o Tris aminometano 
o Ácido acético 
Procedimiento: 
La integridad del RNA se valoró en un gel de agarosa al 1% con un 0,1% de bromuro de etidio, 
en el que se analizaron 500 ng de RNA mezclados con 2 L de azul de bromofenol como tampón 
de carga. Utilizando un marcador de DNA de bajo peso molecular se comprobó la migración de 
las bandas.  La electroforesis fue realizada en tampón TAE 1x a 90V durante 30 minutos y 
visualizada en el transiluminador, para verificar los parámetros de calidad.  
Si el RNA extraído se encontraba en un estado de conservación correcto se observaban 
únicamente dos bandas con pesos moleculares de 4,5 y 1,9 kb. El barrido observado entre 12 y 
0,5 kb correspondía a los fragmentos de mRNA presentes en la muestra. 
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4.2.2 Determinación de biomarcadores plasmáticos 
4.2.2.1 Determinación de actividad quitotriosidasa 
La actividad de la enzima quitotriosidasa se determinó a partir de la fracción de plasma aislada 
según se detalla en el apartado 4.2.1.1. 
Reactivos: 
• 4-metilumbeliferil--D-N-N’-N’’-triacetilquitotriósido 
• Ácido cítrico 0,1 M 
• Hidrogeno fosfato de sodio 0,2 M 
• Glicina 0,3 M 
• Agua destilada 
Procedimiento: 
Se prepararon dos tubos por muestra a analizar con 200 L del sustrato fluorogénico 4-
metilumbeliferil--D-N-N’-N’’-triacetilquitotriósido. A cada tubo se añadieron 5 L de plasma, 
dejando un intervalo de tiempo fijo entre cada muestra, para que la incubación fuera 
homogénea. Tras 15 minutos de incubación a 37ºC (este tiempo se cumplió para cada muestra 
en función del intervalo establecido para la adición del plasma), se detuvo la reacción 
adicionando 2 mL de glicina 0,3 M.  
La determinación de fluorescencia se realizó mediante un fluorímetro en cubeta de cuarzo a una 
 de excitación de 366 nm y una  de emisión de 446 nm. Para la lectura se utilizó un atenuador 
al 1%.  La actividad de quitotriosida (nmol/mL/h) se obtuvo de extrapolar los valores de 
fluorescencia frente a una recta de calibrado realizada a concentraciones conocidas de 4-
metilumbeliferona. Como control de calidad se estableció que los duplicados con una diferencia 
mayor al 10% debían repetirse. 
4.2.2.2 Determinación de la quimiocina CCL18/PARC 
El ligando de quimiocina CC 18 (CCL18), se determina a partir de la fracción de plasma aislado 
según el procedimiento explicado anteriormente. 
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Reactivos: 
• DuoSet Human CCL18/PARC 
• PBS 
• Tween 20 
• Agua destilada 
• Albúmica sérica bovina 
• Solución de parada (ZEU-InmunoTek) 
• Solución cromogénica (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina; ZEU-InmunoTek) 
 
Procedimiento: 
La medida fue realizada mediante un experimento tipo ELISA, trabajando en placa de 96 pocillos 
y montando cada determinación por duplicado. Para cada muestra se realizó la determinación 
a dos concentraciones de plasma (realizando la dilución en solución de bloqueo). 
En cada pocillo fueron añadidos 100 L de anticuerpo de captura a concentración 1 g/mL), se 
cubrió la placa con aluminio para preservar la oscuridad y se dejó incubar toda la noche a 
temperatura ambiente para que el anticuerpo de se uniera a la superficie de la placa. En la 
mañana siguiente se realizaron tres lavados con 400 L de solución de lavado (PBS y Tween 20 
diluido en agua destilada) y se eliminó el exceso de la misma golpeando la placa sobre una 
superficie limpia. A continuación, las zonas de pocillo que no habían unido anticuerpo fueron 
bloqueadas mediante la adición de 300 L de solución de bloqueo para evitar futuras uniones 
inespecíficas, y se dejó incubar durante 1 hora con agitación continua. Transcurrido este tiempo 
se realizaron otros tres lavados con 400 L de la solución de lavado, utilizando el mismo método 
de secado que anteriormente. 
A cada pocillo se le añadieron 100 L de la dilución de muestra correspondiente o de standard 
(este último fue utilizado para realizar una recta de calibrado en la que se extrapolaron los 
resultados de las muestras a estudio), se tapó la placa y se dejó incubar durante 2 horas a 
temperatura ambiente en agitación continua. Se realizaron otros tres lavados con 400 L de la 
solución de lavado utilizando el mismo método de secado. 
A continuación, se añadieron 100 L del anticuerpo de detección en cada pocillo y se incubo 
otras 2 horas en las mismas condiciones (temperatura ambiente y agitación continua), se 
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repitieron los lavados y se añadieron 100 L de una mezcla de Streptavidina-HRP. Nuevamente 
se cubrió la placa y se incubó 20 minutos en agitación continua para seguidamente, realizar otros 
3 lavados. Finalmente añadimos 100 L de la solución cromogénica (TMB) e incubamos en la 
oscuridad durante 20 minutos a temperatura ambiente y con agitación continua, tras esta 
incubación se añadieron 50 L de solución de parada y se agitó durante 5 minutos para asegurar 
que la reacción sea uniforme. 
La medida de absorbancia fue realizada en el espectofluorímetro de placas Sinergy HT (BioTek 
Instruments), a una  de 450 nm, y se extrapolaron los resultados de las muestras a partir de las 
determinaciones obtenidas en la recta de calibrado realizada con los estándares. 
Si la recta de calibrado difiere más de un 10% de la realizada en el experimento anterior, el 
experimento fue considerado no valido. Cuando diferencia con el valor obtenido en el 
experimento anterior en las muestras control fue superior a un 20% tampoco se aceptaron los 
resultados y el experimento fue repetido. 
4.2.2.3 Determinación de la concentración 7-cetocolesterol 
La concentración del oxisterol 7-cetocolesterol se evalúa a partir del extracto plasmático 
recogido con BHT a partir del procedimiento indicado en el apartado 4.2.1.1.- Separación 
plasmática. 
Reactivos: 
• Estándar interno: 7-Cetocolesterol con 7 deuterios (d7-7CC) 
• Estándar externo: 7-Cetocolesterol 
• Metanol 
• Agua destilada 
Procedimiento: 
La medida fue realizada mediante cromatografía liquida acoplada a un espectrómetro de masas. 
En el laboratorio se prepararon los estándares y las muestras a analizar, y se enviaron al Servicio 
de Proteómica del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud para su procesamiento. 
Todas las reacciones fueron preparadas en viales de vidrio. 
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Se preparó un estándar interno a concentración 0,05 ppm utilizando metanol como diluyente. 
Para realizar la recta patrón en la que se extrapolaron los resultados se realizaron 11 diluciones 
seriadas de 7-CC utilizando agua como diluyente, y se añadió una concentración conocida y 
constante del estándar interno. 
Las muestras que analizar fueron descongeladas a 4ºC, tras este proceso se agitaron 
vigorosamente y se centrifugaron ligeramente para ver si existía precipitado de la fracción 
proteica. A partir de este momento se trabajó con las muestras en hielo para dificultar la 
evaporación del metanol con el que se trabaja. 
Se preparó una mezcla de 25 L de muestra (procurando no incluir en estos el precipitado 
formado anteriormente) con 100 L de metanol con d7-7CC. La mezcla se agitó vigorosamente 
durante 5-10 segundos para mezclar bien las dos fases, y posteriormente se centrifugó a 13.300 
g durante 5 minutos a temperatura ambiente para separarlas, de forma que obtuvimos una fase 
inferior formada por el precipitado de proteínas, y una fase superior que contenía la fracción 
apolar de la muestra (los esteroles). 
De esta fase superior se aspiraron 100 L y se traspasaron a microviales con tapón septum de 
silicona y se trasladaron al Servicio de Proteómica para su procesamiento mediante HPLC y 
fragmentación iónica para el análisis en el espectrómetro de masas. 
4.2.3 Test de resistencia osmótica eritrocitaria 
Reactivos: 
• Solución salina 0,9% (v/v) 
• Agua destilada 
Procedimiento: 
Para realizar el test de resistencia osmótica eritrocitaria (ROE) se prepararon diluciones de 
cloruro sódico desde concentración 0% a 0,9% con un intervalo de 0,1% entre ellas, y a 
concentración de 0,41% a 0,55% con un intervalo de 0,01%.  
Se añadieron 495 L de cada una de las soluciones en un tubo eppendorf de 1,5 mL y se 
mezclaron con 5 L de sangre total obtenida mediante punción venosa en un tubo con 
MATERIAL Y MÉTODOS 
108 
 
anticoagulante EDTA. Se agitó enérgicamente para homogeneizar totalmente la solución y se 
dejó reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente, para seguidamente, centrifugar las 
muestras brevemente a 2.000 rpm durante 5 minutos para precipitar los restos celulares y que 
no interfirieran en la lectura. 
Un volumen de 150 L fue añadido a una placa de 96 pocillos, para analizar la reacción, 
preparando pocillos duplicados para cada muestra. La absorbancia de la hemoglobina fue 
medida mediante el espectofluorímetro Sinergy HT a una  de 540 nm. 
El valor de fluorescencia obtenido fue corregido restando el obtenido a una concentración salina 
del 0,9% ya que en una solución isotónica el porcentaje de hemólisis osmótica debería ser del 0. 
Se calculó el porcentaje de hemólisis sufrido en cada reacción considerando que la hemólisis en 
una solución al 0% de solución salina debe ser del 100%. De este modo, al normalizar las 
muestras frente a sí mismas, se evitó que las variaciones entre muestras pudieran deberse a la 
composición de las mismas (recuento eritrocitario, concentración de hemoglobina…). 
4.2.4 Cuantificación de la concentración del colesterol contenido 
en la membrana eritrocitaria  
Reactivos: 
• Cholesterol Farb-Test colorimetric method 
• Isopropanol 
Procedimiento: 
La determinación del colesterol ser analizó en la fracción de lipídica recuperada de la membrana 
eritrocitaria. El método utilizado consistió en una medida colorimétrica realizada a partir de un 
kit comercial proporcionado por casa Boehringer Mannheim (Ingelheim, Germany).  
Junto con la muestra se prepararon un blanco y tres determinaciones a concentración conocida 
de colesterol (1 mg/mL, 0,6 g/mL y 0,2 g/mL) como control de la técnica. Todas las muestras 
fueron procesadas por duplicado. 
Los tubos utilizados fueron de vidrio ya que el colesterol se adhiere al plástico y los resultados 
podían verse alterados. Las muestras fueron diluidas en isopropanol en una proporción 1:10. El 
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reactivo necesario fue preparado mezclando 3/5 partes de solución 1 con 2/5 partes de solución 
2 (proporcionadas por el kit) obteniendo un volumen final de 600 L por muestra. 
De la mezcla de soluciones 260 L fueron añadidos a un vial de vidrio, al que también se 
añadieron 24 L de la dilución de la muestra y 2,6 L de solución 3. Tras una homogeneización 
vigorosa, se taparon los viales y se incubó durante 1 hora a 37ºC. Transcurrido ese tiempo la 
reacción fue detenida mediante una incubación de 1 hora a temperatura ambiente. 
Se transfirieron 100 L de reacción a una placa de 96 pocillos, y el resultado se analizó por 
triplicado, midiendo la absorbancia mediante el espectofluorímetro Sinergy HT a una  de 450 
nm. 
Las medidas obtenidas fueron rectificadas respecto a la medida del blanco y se hicieron las 
medias de las determinaciones realizadas para cada muestra. La transformación de 
fluorescencia a concentración de colesterol fue realizada siguiendo la ecuación: 
(
𝑉 ∗ 𝑀𝑊 ∗ 𝑑𝑓
𝜀 ∗ 𝑑 ∗ 𝑣 ∗ 1000
) ∗ ∆𝐴 
Siendo V el volumen final de la reacción (0,675 mL), MW el peso molecular del colesterol (384,64 
g/mol), df la dilución aplicada a la muestra durante la reacción (no incluye la dilución previa de 
la misma), e corresponde al coeficiente de extinción del colorante lutidina a una  de 450 nm 
(7,4 l/mmol/cm), d al recorrido de la luz calculado en base al volumen de la lectura (0,252 mL), 
v el volumen de muestra en el que se realiza la lectura (0,05 mL) y A la absorbancia corregida 
de la muestra.  
La concentración de colesterol obtenida fue multiplicada por 10 para rectificar la dilución inicial 
de la muestra. 
Si la concentración calculada para los controles difería más de un 20% de la esperada el ensayo 
se consideraba no valido, además si la diferencia entre las dos réplicas de cada muestra superaba 
el 10% también se repetía. 
4.2.5 Análisis molecular del gen CHIT1 
Reactivos: 
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• Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas 
• Buffer de reacción 
• MgCl2 
• Iniciadores 
• Enzima Taq polimerasa 
• Agarosa 
• Bromuro de etidio 
• Azul de bromofenol 
• Marcador de pesos moleculares 
• TAE (Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) + Tris aminometano + Ácido acético) 
 
Procedimiento: 
Fue necesario determinar la presencia/ausencia de una duplicación de 24 pares de bases en el 
gen CHIT1 que codifica para la quitotriosidasa ya que la presencia de la misma provoca la síntesis 
de una proteína no funcional y por lo tanto esos sujetos tienen valores de actividad de 0 
nmol/mL/hora, no siendo esta determinación útil para el diagnóstico y el seguimiento en estos 
pacientes. 
El análisis de esta variante se realizó por amplificación de un fragmento del exón 10 del gen, 
utilizándose para el diseño de los iniciadores la secuencia génica con referencia NG_012867.1 
de la base de datos Gene del Centro Nacional de Información Bioinformática (NCBI) americano 
(ver enlaces). Los iniciadores utilizados fueron publicados por Boot R et al en 1998 [154]. La 
amplificación se realizó en tubos de 0,2 mL en los que se añadió la polimerasa termoestable, el 
DNA a estudio, un tampón y MgCl2, además de los iniciadores y los nucleótidos (dNTPs). Los 
volúmenes y concentraciones finales de la reacción se especifican en la tabla 4.2.2. 
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REACTIVO VOLUMEN (L) Concentración final 
ddH2O estéril 12,6  
Tampón (10x) 2 1 x 
dNTPs (2 mM) 2 200 nM 
DNA (100 ng/L) 2 10 ng 
MgCl2 (50 mM) 0,5 1,25 M 
Iniciador directo (10 M) 0,4 200 nM 
Iniciador reverso (10 M) 0,4 200 nM 
Taq Polimerasa 5 U/L 0,1 0,5 U/L 
Tabla 4.2.2. Cantidades y concentraciones finales para las amplificaciones por PCR del gen CHIT1. 
La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador 2720®. El programa térmico consistió en 
una desnaturalización de 2 minutos a 95ºC, 32 ciclos de desnaturalización durante 20 segundos 
a 95ºC, hibridación durante 40 segundos a 50ºC y elongación de 30 segundos a 72ºC, para 
terminar con una elongación de 5 minutos a 72ºC y una reducción a 4ºC para mantener el 
producto hasta que se recoja. 
El resultado de las amplificaciones se comprobó por electroforesis en gel de agarosa al 3% teñido 
con bromuro de etidio al 0,1%. Se mezclaron 8 L del producto de la PCR con 2 L del tampón 
de carga azul de bromofenol diluido al 1x, además de las muestras en el gel se analizó un 
marcador de pesos moleculares. Se aplicó un voltaje de 90 V durante 40 minutos, para 
posteriormente revelar el gen en el transiluminador. 
En función de genotipo del paciente se debe observar una banda de 75 pb si es homocigoto para 
el alelo salvaje, una banda de 99 pb si es homocigoto para la duplicación de 24 pb o dos bandas, 
una de 75 pb y otra de 99 pb si se trata de un probando heterocigoto. 
4.2.6 Análisis molecular de los genes NPC1 y NPC2  
El análisis de variantes en la secuencia de los genes NPC1 y NPC2 se realizó mediante 
amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para los 25 exones de NPC1, los 5 
exones de NPC2, parte de las regiones no transcritas de los extremos 5’ y 3’ de ambos genes, los 
nexos exón-intrón y dos regiones dentro de los intrones 1 y 9 del gen NPC1 en las que se han 
descrito variantes asociadas a la enfermedad. 
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Las secuencias génicas utilizadas para el diseño de los iniciadores se obtuvieron de la base de 
datos Gene del NCBI, siendo la referencia de las mismas NG_012795.1 para el gen NPC1 y 
NG_007117.1 para NPC2. 
4.2.6.1 Amplificación de los fragmentos 
Reactivos: 
• Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas 
• Buffer de reacción 
• MgCl2 
• Dimetilsulfóxido (DMSO) 
• Iniciadores 
• Enzima Taq polimerasa 
• Agarosa 
• Bromuro de etidio 
• Xilencianol 
• Marcador de pesos moleculares 
• TAE (Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) + Tris aminometano + Ácido acético) 
Procedimiento: 
El diseño de las amplificaciones por PCR se obtuvo, en su mayoría, de la publicación de Zech et 
al. en 2013 [127]. Los iniciadores para la región 5’UTR y el exón 1 de NPC1, así como los 
iniciadores de las regiones intrónicas del mismo gen, se diseñaron mediante el software Oligo 
v.7.0 y se validaron mediante Primer Blast, para comprobar que el diseño no hibridara en otras 
regiones del mismo gen ni del genoma completo. 
Para realizar las amplificaciones, en un vial de 0,2 L se añadieron la polimerasa termoestable, 
el tampón y el MgCl2 necesarios, los nucleótidos (dNTPs), los iniciadores y el DNA. Llegando a un 
volumen final de trabajo de 20 L con agua destilada libre de DNasas y RNasas. Si el DNA de 
partida no procedía de sangre total sino de una extracción de DNA de gota de sangre seca, el 
volumen de DNA necesario para realizar la reacción fue mayor, ya que la concentración y calidad 
de DNA obtenido era menor.   
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Las cantidades y concentraciones finales se muestran en la tabla 4.2.3 
REACTIVO 
VOLUMEN (L) 
DNA obtenido de 
sangre total 
VOLUMEN (L) 
DNA obtenido de gota 
de sangre seca 
Concentración final 
ddH2O estéril 13,3 9,3  
Tampón (10x) 2 2 1 x 
dNTPs (2 mM) 2 2 200 nM 
DNA (50 ng/L) 1 5 2,5 ng* 
MgCl2 (50 mM) 0,6 0,6 1,5 mM 
Iniciador directo (10 
M) 
0,5 0,5 250 nM 
Iniciador reverso (10 
M) 
0,5 0,5 250 nM 
Taq Polimerasa 5 U/L 0,1 0,1 0,5 U/L 
Tabla 4.2.3.- Cantidades y concentraciones finales para las amplificaciones por PCR de los genes NPC1 y NPC2. *La 
concentración de DNA obtenido a partir de gota de sangre seca no puede determinarse a causa de lo 
baja que es, por lo que se desconoce la concentración final 
Al fragmento 01 del gen NPC1 que contiene la región 5’UTR y el exón 1, se le añadieron 0,5 L 
de DMSO para reducir las interacciones inespecíficas e incrementar la eficiencia de la reacción. 
La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador Verity®. Los programas térmicos para 
cada amplificación se diferenciaban únicamente en la temperatura de hibridación de los 
iniciadores. Las condiciones térmicas para la amplificación de los genes NPC1 y NPC2 partiendo 
de DNA obtenido a partir de sangre total, se muestran en la tabla 4.2.4. Si el DNA provenía de 
una extracción a partir de gota de sangre seca, el número de ciclos debía incrementarse de 40 a 
60. 
 
PROCESO TEMPERATURA (ºC) TIEMPO (minutos) CICLOS DE REPETICIÓN  
Desnaturalización 95 5 1 
Desnaturalización 95 0,5 
40 
Hibridación   
NPC1: Amp 01-16 62 
0,5 NPC1: Amp 17-24 63 
NPC2: Amp 01-03 61 
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NPC2: Amp 04 60 
NPC2: Amp05 58 
Elongación 72 1 
Elongación 72 10 1 
Elongación 25 0,5 1 
Mantenimiento 4 ∞ 1 
Tabla 4.2.4. Condiciones de la amplificación por PCR de los fragmentos de los genes NPC1 y NPC2. 
Los iniciadores utilizados para cada fragmento y el origen de los mismos, se detalla en su 
apartado 4.1.4.2 de materiales. 
El resultado de las amplificaciones se comprobó por electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido 
con bromuro de etidio al 0,1%, aplicando un voltaje de 90 V durante 20 minutos, mezclando 2 
L del producto con 2 L del tampón de carga Xilencianol 1x para posteriormente revelarse en 
el transiluminador. 
Las amplificaciones fueron conservadas a 4ºC hasta su uso. 
4.2.6.2 Purificación de los productos de PCR mediante ExoSap-IT® 
Reactivos: 
• Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas 
• ExoSAP-ITTM PCR Product Cleanup Reagent 
Procedimiento: 
El proceso de purificación de los amplicones obtenidos mediante PCR consistió en eliminar el 
DNA monocatenario, principalmente de los iniciadores y extremos incompletos, que quedaban 
restante en el vial donde se había realizado la reacción, así como hidrolizar los dNTPs sobrantes 
de la reacción.  
Para eso se utiliza el reactivo ExoSap-IT® que consta de dos enzimas, una exonucleasa I que 
degrada el DNA monocatenario y una fosfatasa alcalina (SAP) que hidroliza los dNTPs. 
La reacción se realizó en un vial de 0,2 mL en el que se introdujeron 5 L del producto de la PCR, 
1 L de exonucleasa I y 1 L de fosfatasa alcalina. La muestra fue incubada en un termociclador 
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2720 a 37ºC durante 15 minutos para que la reacción tuviese lugar, y se detuvo cambiando la 
temperatura de incubación a 80ºC durante otros 15 minutos. 
El producto de la reacción se conserva a 4ºC hasta su uso, prácticamente inmediato. 
4.2.6.3 Análisis de la secuencia de los amplicones mediante Sanger 
Reactivos: 
• Iniciadores 
• BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit 
• Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas 
• EDTA 
• Acetato de sodio 
• Etanol 96% (v/v) 
• Etanol 70% (v/v) 
• Hi-Di Formamida 
Procedimiento: 
A partir del producto de PCR purificado según se indica en el apartado 4.2.6.2, se realizaron dos 
reacciones de secuenciación, una para la hebra directa y otra para la reversa utilizándose los 
mismos iniciadores que para la reacción de PCR descrita en el apartado 4.1.4.2 pero 
concentración 2,1 mM. 
La reacción de secuenciación se realizó según el protocolo del kit comercial BigDye Terminator 
v3.1 (Applied Byosistems, California, USA), preparándose las reacciones en placas de 96 pocillos.  
El kit comercial viene premezclado conteniendo en un único vial la enzima, dNTPs y 
disdesoxinucleótidos trifosfato terminadores (ddNTPs) marcados con fluoresceína y fluoróforos 
derivados de la rodamina, diferentes para cada ddNTP. Estos ddNTPs actúan como dadores y 
aceptores y permiten la identificación automática posteriormente. 
Se trabajó a un volumen final de 10 L y los volúmenes y concentraciones necesarias para llevar 
a cabo la reacción se muestran en la tabla 4.2.5. 
REACTIVO VOLUMEN (L) 
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ddH2O estéril 4,5 
Tampón (5 x) 2 
BigDye terminator mix 0,5 
Amplificación purificada 1,5 
Iniciador (2,1 M) 1,5 
Tabla 4.2.5. Volúmenes necesarios para una reacción de secuenciación. 
La reacción de secuenciación tuvo lugar en las condiciones mostradas en la tabla 4.2.6 
PROCESO TEMPERATURA (ºC) TIEMPO (segundos) CICLOS DE REPETICIÓN  
Desnaturalización 96 60 1 
Desnaturalización 96 10 
25 Hibridación 55 5 
Elongación 60 240 
Mantenimiento 4 ∞ 1 
Tabla 4.2.6. Condiciones de la reacción de secuenciación. 
El producto de la reacción fue purificado mediante un proceso de precipitación alcohólica. Para 
ello se añadieron 52 L de etanol al 96%, 6 L de ddH2O, 4 L de EDTA 62,5 mM a pH 8, y 2 L 
de acetato sódico 3 M a pH 5,2 y se incubaron las muestras durante 15 minutos a temperatura 
ambiente, protegidas de la luz, para posteriormente, centrifugarlas a 2100 g durante 30 minutos 
a 4ºC. Tras esta centrifugación en la que la reacción de secuenciación precipitó al fondo del 
pocillo, se procedió a secar la placa para eliminar el remanente de etanol mediante una 
centrifugación invertida a 900 rpm durante 1 minuto y con la placa destapada. Después se 
añadieron 70 L de etanol al 70% (v/v) y se centrifugaron las muestras nuevamente a 2.100 g 
durante 15 minutos a 4ºC. De nuevo se eliminó el sobrenadante por centrifugación de la muestra 
invertida y destapada a 900 rpm durante 1 minuto. 
Finalmente, las muestras fueron resuspendidas en 20 L de solución de Hi-Di Formamida e 
incubadas a 94ºC durante dos minutos antes de mandarlas al servicio de secuenciación del 
Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud, donde se analizaron mediante un secuenciador Abi 
3.500 xL en bloques de 24 reacciones. 
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4.2.6.4 Análisis de variantes 
El análisis de los resultados de la secuenciación por fragmentos de los genes NPC1 y NPC2 se 
realizó mediante el programa informático Variant Reporter, utilizando las mismas secuencias de 
referencia que para el diseño de los iniciadores. 
Para asignar el efecto de las variantes se tuvo en consideración la significación clínica asignada 
en la base de datos ClinVar (ver enlaces), y si la variante tiene un efecto reportado en la 
literatura, así como la información sobre la misma disponible en HGMD (ver enlaces) y NPC-db2 
(ver enlaces) y la frecuencia poblacional publicada en 1000 genomas para población ibérica, en 
ExAC para población europea no finlandesa  y en la base de datos del Spanish Variant Server del 
Centro de Investigación Biomédica en Red de Enfermedades Raras (CIBERER; ver enlaces). 
Cuando la variante no presentaba un efecto descrito, a pesar de la frecuencia poblacional de la 
misma, se realizó un análisis “in sílico” para predecir el efecto del cambio producido a nivel de 
secuencia genómica, proteica y un análisis del cambio en la entropía de la proteína.  
Para seleccionar el mejor predictor “in sílico” para nuestras variantes se utilizaron 23 métodos 
de predicción de efecto, todos ellos de uso gratuito y disponibles en la red (ver enlaces). Los 
programas bioinformáticos que se utilizaron para esta selección, se muestran la tabla 4.2.7. 
Análisis realizado Predictor 
Estudio de ayuste molecular 
SpliceSite Prediction by Neural Network [155] 
Human Splicing Finder [156] 
Sroogle [157] 
FSPLICE 
SPL 
GENESCAN web server by MIT [158] 
NetGene2 server [159] 
Spliceport [160] 
Cambios en la composición de la proteína 
Predict SNP1 [161] 
Predict SNP2 [162] 
PROVEAN Protein [163] 
PROVEAN Genome variants [163] 
SIFT [164] 
Mutation Assessor  
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Análisis realizado Predictor 
FATHMM-MKL [165] 
FATHMM-Inherited Disease [166] 
Polyphen2 [167] 
SNPs&GO [168] 
SNPs&GO 3D [169] 
SNAP2 [170] 
PMuT [171] 
Hansa [172] 
MutPred1 [173] 
Tabla 4.2.7. Predictores de efecto "in silico" utilizados. 
Además, i-Mutant suit y DUET fueron utilizados para realizar el estudio de cambios energéticos 
en las proteínas (ver enlaces) [174,175]. 
Se analizaron 45 variantes cuyo efecto se encontraba publicado en la base de datos ClinVar y 
coincidía entre lo indicado en los repositorios de NCBI y del Instituto Europeo de Bioinformática 
(Ensembl; ver enlaces). Todas las variantes patogénicas seleccionadas están descritas en la 
literatura, mientras que las benignas presentaban una frecuencia poblacional superior al 1% y 
mucho mayor a la frecuencia de la enfermedad (Tabla 4.2.8). 
GEN dbSNP 
REGIÓN  
GÉNICA 
ALELO 
REF. 
ALELO 
VAR. 
EFECTO 
CLÍNICO 
FREC. 
ALELO 
MIN. 
REFERENCIA BIBLIOGRÁFICA 
NPC2 rs104894458 Exón G A Patogénico ND Millat (2005) Mol Genet Metab 86, 220 
NPC2 rs80358266 Exón C A Patogénico 1,65E-05 Millat (2001) Am J Hum Genet 69, 1013 
NPC2 rs80358264 Exón A G Patogénico 0,00E+00 Chikh (2005) Hum Mutat 26, 20 
NPC2 rs11694 Exón A G Patogénico ND Millat (2001) Am J Hum Genet 69, 1013 
NPC2 rs80358268 Intrón C T Patogénico 0,00E+00 Millat (2001) Am J Hum Genet 69, 1013 
NPC2 rs80358261 Exón C T Patogénico 3,27E-05 Klunemann (2002) Ann Neurol 52, 743 
NPC2 rs879253740  Intrón A G Patogénico ND Sheth (2017) BMC Med Genet 18, 5 
NPC2 rs80358260 Exón C A Patogénico 8,46E-05 Naureckiene (2000) Science 290, 2298 
NPC2 rs483352893 Exón C A Patogénico 1,75E-05 Fancello (2009) Neurogenetics 10, 229 
NPC1 rs2510344   Intrón T C Benigno 4,60E-01  
NPC1 rs120074131 Exón C G Patogénico ND Greer (1999) Am J Hum Genet 65, 1252 
NPC1 rs61731969 Exón T C Benigno 3,00E-02 Bean (2013) Hum Mut 34,1183 
NPC1 rs28942105  Exón T C Patogénico 3,78E-05 Carstea (1997) Science 277, 228 
NPC1  rs374526072  Exón C T Patogénico ND Sun (2001) Am J Hum Genet 68, 1361 
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GEN dbSNP 
REGIÓN  
GÉNICA 
ALELO 
REF. 
ALELO 
VAR. 
EFECTO 
CLÍNICO 
FREC. 
ALELO 
MIN. 
REFERENCIA BIBLIOGRÁFICA 
NPC1 rs28942106 Exón T C Patogénico ND Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10 
NPC1 rs6507717 Intrón C T Benigno 9,00E-02 Bean (2013) Hum Mut 34,1183 
NPC1 rs80358259 Exón A G Patogénico 4,06E-04 Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10 
NPC1 rs80358258 Exón C T Patogénico ND Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373 
NPC1 rs483352886 Exón G A Patogénico ND Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82 
NPC1 rs28942107 Exón G A Patogénico 1,50E-05 Ribeiro (2001) Hum Genet 109, 24 
NPC1 rs797044431 Intrón T - Patogénico ND Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10 
NPC1 rs80358257 Exón G C Patogénico 1,95E-04 Greer (1999) Am J Hum Genet 65, 1252 
NPC1 rs80358254 Exón C A Patogénico 1,50E-05 Greer (1998) Am J Hum Genet 63, 52 
NPC1 rs28942108 Exón G A Patogénico 3,01E-05 Ribeiro (2001) Hum Genet 109, 24 
NPC1 rs483352892 Intrón G C Patogénico ND Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82 
NPC1 rs6507720 Intrón A G Benigno 4,82E-01  
NPC1 rs120074132 Exón C T Patogénico 3,07E-05 Bauer (2002) Hum Mutat 19, 30 
NPC1 rs120074135 Exón C T Patogénico ND Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373 
NPC1 rs200103695 Intrón A G Benigno 1,00E-02  
NPC1 rs28940897 Exón T G Patogénico ND Carstea (1997) Science 277, 228 
NPC1 rs730880963 Exón G A Patogénico ND Stampfer (2013) Orphanet J Rare Dis 8,  
NPC1 rs120074130 Exón C T Patogénico ND Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10 
NPC1 rs372030650 Exón T A Patogénico 6,01E-05 Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373 
NPC1 rs483352891 Exón C T Patogénico ND Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82 
NPC1 rs80358253 Exón T G Patogénico 1,50E-05 Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373 
NPC1 rs483352890 Exón C G Patogénico ND Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82 
NPC1 rs483352888 Exón A G Patogénico ND Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82 
NPC1 rs72283949 Intrón - CA Benigno 2,90E-03  
NPC1 rs55809701   Intrón C CC Benigno 2,70E-01  
NPC1 rs3745024 Intrón C A Benigno 3,20E-01 Bean (2013) Hum Mut 34,1183 
NPC1  rs483352887 Exón T C Patogénico ND Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82 
NPC1 rs13381670 Exón G A Benigno 2,00E-02  
NPC1 rs483352885 Exón T A Patogénico ND Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82 
NPC1 rs120074134 Exón A G Patogénico ND Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373 
NPC1 rs120074136  Exón A G Patogénico ND Blom (2003) Hum Mol Genet 12, 257 
Tabla 4.2.8. Listado de variantes utilizadas para la validación de predictores. 
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4.2.7 Síntesis de cDNA 
Reactivos: 
• Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas 
• High Capacity cDNA reverse transcription 
Procedimiento: 
La síntesis de cDNA fue realizada a partir de 100 ng de RNA en un volumen final de 20 L. Se 
realizó en el laboratorio de RNA trabajando en la cabina de extracción. 
La reacción se realizó con el kit “High capacity cDNA reverse transcription” de Applied 
Biosystems (California, USA), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. 
En un tubo de 0,2 mL se añaden los volúmenes de reactivo para cada muestra indicados en la 
Tabla 4.2.9.  
REACTIVO VOLUMEN (L) Concentración final 
ddH2O estéril 3,2  
Tampón (10x) 2 1 x 
dNTPs (100 mM) 0,8 4 mM 
Iniciadores de unión aleatoria (10x) 2 1x 
Inhibidor de RNAsas 1  
Transcriptasa reversa 50 U/L 1 2,5 U/L 
RNA (100 ng/L) 10 50 ng 
Tabla 4.2.9. Cantidades y concentraciones finales para la reacción de retrotranscripción. 
La reacción de retrotranscipción fue realizada en el termociclador 2720. Las condiciones de la 
misma fueron una primera incubación de 10 minutos a 25ºC, seguida de otra de 2 horas a 37ºC 
y un paso final de 5 minutos a 65ºC, para dejar bajar la temperatura a 4ºC hasta que se retirase 
la reacción del termociclador. 
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4.2.7.1 Control de síntesis de cDNA mediante amplificación 
Reactivos: 
• Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas 
• Buffer de reacción 
• MgCl2 
• Iniciadores 
• Enzima Taq polimerasa 
• Agarosa 
• Bromuro de etidio 
• Azul de bromofenol 
• Marcador de pesos moleculares 
• TAE (Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) + Tris aminometano + Ácido acético) 
Procedimiento: 
La comprobación de la correcta síntesis del cDNA fue realizada mediante la amplificación de un 
fragmento del RNA mensajero de la molécula -actina. Los iniciadores se sintetizaron mediante 
el programa Oligo 7, a partir de la secuencia de referencia NM_001101.3 del NCBI, creando un 
fragmento que incluye varios exones.  
La secuencia de los iniciadores se encuentra reflejada en la tabla 4, en el apartado de materiales. 
Las amplificaciones se realizaron en un vial de 0,2 mL al que se le añadieron los iniciadores, el 
cDNA a analizar, la enzima TaqPolimerasa y el tampón y MgCl2 correspondientes a esta enzima, 
utilizando agua libre de DNAsas y RNAsas para llegar a un volumen de 20 L. Los volúmenes y 
concentraciones finales de cada reactivo se muestran en la tabla 4.2.10. 
REACTIVO VOLUMEN (L) Concentración final 
ddH2O estéril 13,8  
Tampón (10x) 2 1 x 
dNTPs (2 mM) 2 200 nM 
cDNA  0,5  
MgCl2 (50 mM) 0,6 1,5 mM 
Iniciador directo (10 M) 0,5 250 nM 
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REACTIVO VOLUMEN (L) Concentración final 
Iniciador reverso (10 M) 0,5 250 nM 
TaqPolimerasa 5 U/L 0,1 0,5 U/L 
Tabla 4.2.10. Cantidades y concentraciones finales para las amplificaciones por PCR. 
4.2.8 Análisis molecular de la transcripción de los genes NPC1 y 
NPC2 en leucocitos 
El análisis molecular del cDNA de los genes NPC1 y NPC2 fue utilizado para comprobar el efecto 
de variantes que, según los predictores bioinformáticos, podrían afectar al ayuste molecular. Al 
igual que el estudio de variantes en DNA genómico fue realizado mediante amplificación por 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para los 25 exones de NPC1 y los 5 exones de NPC2. 
4.2.8.1 Amplificación de los fragmentos 
Reactivos: 
• Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas 
• Tampón de reacción 
• MgCl2 
• Dimetilsulfóxido (DMSO) 
• Iniciadores 
• Enzima Taq polimerasa 
• Agarosa 
• Bromuro de etidio 
• Azul de bromofenol 
• Marcador de pesos moleculares 
• TAE (Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) + Tris aminometano + Ácido acético) 
Procedimiento: 
Las secuencias génicas utilizadas para el diseño de los iniciadores se obtuvieron de la base de 
datos Gene del NCBI, siendo la referencia de las mismas NM_000271.4 para NPC1 y 
NM_006432.3 para NPC2. Los iniciadores fueron diseñados mediante el software Oligo v.7.0, 
validados mediante Primer Blast y sintetizados por IDT. 
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El diseño de los mismos genera fragmentos solapantes, de forma que el final del primer 
fragmento amplificado forma parte de la secuencia del segundo. De este modo la secuencia 
queda totalmente cubierta, existiendo regiones que se encuentran en dos fragmentos. Los 6 
iniciadores utilizados para amplificar la totalidad del RNA mensajero del gen NPC1, el fragmento 
que engloba toda la secuencia codificante de NPC2 se detallan en la tabla 3.1.3 del apartado de 
materiales. 
Las amplificaciones fueron realizadas en viales de 0,2 mL, en los que se añadió la polimerasa 
termoestable, el tampón y el MgCl2 necesarios, los nucleótidos (dNTPs), los iniciadores y el 
cDNA. Llegando a un volumen final de trabajo de 20 L con agua destilada libre de DNasas y 
RNasas. Las cantidades y concentraciones finales se muestran en la tabla 4.2.11. 
REACTIVO VOLUMEN (L) Concentración final 
ddH2O estéril 13,8  
Tampón (10x) 2 1 x 
dNTPs (2 mM) 2 200 nM 
cDNA (100 ng/L) 0,5 2,5 ng 
MgCl2 (50 mM) 0,6 1,5 mM 
Iniciador directo (10 M) 0,5 250 nM 
Iniciador reverso (10 M) 0,5 250 nM 
Taq Polimerasa 5 U/L 0,1 0,5 U/L 
Tabla 4.2.11. Cantidades y concentraciones finales para las amplificaciones por PCR de los genes NPC1 y 
NPC2. 
La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador Verity. Los programas térmicos para cada 
amplificación se diferenciaban únicamente en la temperatura de hibridación de los iniciadores. 
Las condiciones térmicas para la amplificación se muestran en la tabla 4.2.12. 
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PROCESO TEMPERATURA 
(ºC) 
TIEMPO (minutos) CICLOS DE 
REPETICIÓN  
Desnaturalización 95 5 1 
Desnaturalización 95 0,5 
35 
Hibridación:   
cDNA NPC1: Amp 01, Amp03, Amp06 69 
0,5 
cDNA NPC1: Amp 02 59 
cDNA NPC1: Amp 04 62 
cDNA NPC1: Amp 05 / cDNA NPC2 65 
Elongación 72 0,5 
Elongación 72 10 1 
Mantenimiento 4 ∞ 1 
Tabla 4.2.12. Condiciones de la amplificación por PCR de los fragmentos de cDNA los genes NPC1 y 
NPC2. 
El resultado de las amplificaciones fue comprobado en un gel de agarosa al 1% teñido con 
bromuro de etidio al 0,1%, realizando una electroforesis en solución tamponadora TAE 1x, con 
un voltaje de 90 V durante 20 minutos. Para la misma se utilizaron 2 L del producto con 2 L 
del tampón de carga xilencianol 1x para posteriormente revelarse en el transiluminador. 
Las amplificaciones fueron conservadas a 4ºC hasta su purificación, que fue realizada siguiendo 
el mismo procedimiento que se detalla en el apartado 4.2.6.2.- Purificación de los productos de 
PCR mediante ExoSap-IT®. 
El análisis de las secuencias fue realizado mediante secuenciación capilar tipo Sanger, según el 
protocolo especificado en el apartado 4.2.6.3.- Análisis de la secuencia de los amplicones 
mediante Sanger. 
Mediante el programa informático Variant Reporter v.1 se analizaron los resultados, utilizando 
como secuencia de referencia la misma que para el diseño de los iniciadores. Se comprobó que 
las variantes en región exónica fueran las mismas que las detectadas en el estudio genómico. 
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4.2.9 Cuantificación de la expresión del gen NPC1 en leucocitos 
mediante técnica de PCR cuantitativa (RT-qPCR) 
La PCR cuantitativa es una variante de la amplificación por polimerasa que permite cuantificar 
el producto al mismo tiempo que se sintetiza. 
Existen diferentes métodos de cuantificación, para este proyecto se utilizaron sondas TaqMan 
que permiten medir la síntesis mediante un sistema de sondas doblemente marcadas. 
4.2.9.1 Análisis mediante el uso de sondas TaqMan 
Las sondas TaqMan poseen un fluoróforo en el extremo 3’ y un supresor que fluorescencia en 
el extremo 5’. Esta sonda hibrida en la zona central del producto a amplificar. 
Al realizar la reacción de amplificación con la sonda y los iniciadores específicos, la primera 
hibrida en el amplicón. El fluorórofo debería emitir señal, pero no lo hace por la proximidad con 
el supresor. Al actuar la polimerasa, su actividad exonucleasa 5’->3’ hidroliza la sonda, 
provocando la separación del supresor y por lo tanto que el fluoróforo pueda emitir 
fluorescencia, relacionándose la cantidad de fluorescencia emitida con la cantidad de amplicón 
producida (Figura 4.2.1).  
Se realizó la cuantificación relativa del gen NPC1 y un gen control (GADPH). En primer lugar, se 
optimizó la cantidad de cDNA necesaria para conseguir la máxima eficiencia de reacción, 
Figura 4.2.1 Sistema de emisión de fluorescencia mediante sondas TaqMan. Adaptada del libro de 
aplicaciones de BioRad 
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trabajando por triplicado con cantidades de cDNA de 100 a 0,01 ng. Las eficiencias de reacción 
obtenidas en la reacción multiplex fueron de: 112% para NPC1 y 113% para GADPH. 
Cada reacción fue realizada por duplicado a partir de 1 ng de cDNA. El experimento fue realizado 
en multiplex, para ello se mezclaron 10 L de la TaqMan® Multiplex Mastermix con 1 L de 
sonda de NPC marcada en FAM y 1 L de sonda para GADPH macada con el fluoróforo VIC. Se 
añadió el cDNA y se utilizó agua ultrapura para llegar a un volumen final de 20 L. Las sondas 
utilizadas se describen en la tabla 3.4. del aparatado de materiales. 
La reacción fue realizada con el siguiente programa térmico: 95ºC durante 10 minutos, seguidos 
de 40 ciclos de 95ºC durante 15 segundos y 60ºC durante 1 minuto. La amplificación fue 
realizada en un equipo ViiA7® (Applied Biosystems). Los datos fueron obtenidos mediante el 
programa informático ViiA7TM Software v.1.2.3.  
Cada reacción fue realizada por duplicado a partir de 1 ng de cDNA. El experimento fue realizado 
en multiplex, para ello se mezclaron 10 L de la TaqMan® Multiplex Mastermix con 1 L de 
sonda de NPC1 marcada en FAM y 1 L de sonda para GADPH macada con el fluoróforo VIC. Se 
añadió el cDNA y se utilizó agua ultrapura para llegar a un volumen final de 20 L. Las sondas 
utilizadas se describen en la tabla 3.5. del aparatado de materiales. 
La reacción fue realizada con el siguiente programa térmico: 95ºC durante 10 minutos, seguidos 
de 40 ciclos de 95ºC durante 15 segundos y 60ºC durante 1 minuto. La amplificación fue 
realizada en un equipo StepOne Plus® (Applied Biosystems). Los datos fueron obtenidos 
mediante el programa informático StepOne Software v.2.2.2. 
4.2.9.2 Rectas estándar 
Se evaluó la eficiencia de las reacciones mediante la construcción de una recta estándar para 
cada análisis mediante el uso de diluciones 1/10 de un cDNA control por triplicado, partiendo 
de una cantidad de cDNA de 100 ng hasta 0,01 ng. Se calculó el valor CT medio y su desviación 
estándar (DE) entre réplicas para a continuación representar el log10 de la cantidad de cDNA en 
cada dilución frente al CT medio obtenido.  Seguidamente, se ajustaron los puntos de la recta y 
se determinó el coeficiente de determinación (R2), para calcular la eficiencia de la amplificación 
(E) a partir de la pendiente de la recta. 
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Se consideró la reacción optimizada cuando las réplicas fueron consistentes entre ellas (DE<0,2), 
la recta era prácticamente lineal (R2 <0,9) y la eficiencia de la reacción se encontraba entre 85-
115% 
4.2.9.3 Normalización de los datos 
El estándar interno utilizado, como gen de referencia, fue GADPH. Su cuantificación debe ser 
aproximadamente la misma en los tres experimentos realizados ya que su expresión se 
considera estable. 
Para cada reacción se normalizó el CT medio de GADPH mediante la fórmula:  
ENPC1CT,NPC1/EGADPHCT,GADPH 
Siendo CT (“cycle treshold”) el ciclo en el que la amplificación pasa a ser exponencial y E la 
eficiencia de amplificación. El valor del CT es inversamente proporcional a la cantidad de DNA 
molde. 
4.2.9.4 Cuantificación relativa 
Utilizamos medidas de expresión génica de eficiencia corregida utilizando el método descrito 
por Pfaffl en 2006. 
4.2.9.5 Asignación de efecto para variantes 
El estudio de efecto de variantes se realizó mediante métodos bioinformáticos. Tras la 
predicción del efecto mediante predictores “in sílico” se realizó un análisis conservacional de la 
secuencia genómica. Mediante el programa en red, Clustal Omega ((EMBI-EBI; ver enlaces) se 
comparó la secuencia a estudio con la secuencia del gen NPC1 en treinta especies distintas. 
Posteriormente, mediante el programa Swiss PDB Viewer se comprobó el efecto causado por 
cada variante en la estructura tridimensional de la proteína NPC1, superponiendo la estructura 
de la proteína salvaje con la variante.  
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4.2.10 Análisis exómico 
El estudio del exoma completo fue realizado en 11 sujetos con sintomatología sugestiva de 
enfermedad de NP-C.  
El estudio fue contratado a Sistemas Genómicos (Valencia, España) para su realización utilizando 
la plataforma Ilumina HiSeq 2000 y el sistema de captura SureSelect Human AB Exon 74 Mb.  
El DNA proporcionado fue extraído de sangre total, fue purificado y se evaluó su integridad con 
la intención de cumplir los criterios de calidad impuestos por el proveedor del servicio. Se 
subministraron 5 g de DNA de cada probando, diluidos en agua destilada libre de DNAsas y 
RNAsas. 
4.2.10.1 Purificación del DNA 
El DNA fue purificado mediante un sistema de columnas Microcon®. El procedimiento consistió 
en colocar una columna en un tubo de recogida de 2 mL y añadir 100 L de DNA para a 
continuación realizar una centrifugación de 10 minutos a 14.000 g. Tras esta el tubo de recogida 
fue sustituido por uno nuevo y la columna se invirtió sobre el mismo, realizando una nueva 
centrifugación de 3 minutos a 1.000 g para recuperar la fracción de DNA adherida a la membrana 
de la columna. Esta fracción fue diluida en 50 L de agua destilada libre de DNAsas y RNAsas. 
4.2.10.2 Valoración de la integridad del DNA 
La integridad del DNA a enviar fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con 
0.1% de bromuro de Etidio. Se analizaron 50 ng de DNA mezclados con 2 L de azul de 
bromofenol. La electroforesis fue realizada en tampón TAE1x sometiendo el gel a 94 V durante 
1 hora, para posteriormente analizar el gel en el transiluminador. 
4.2.10.3 Análisis de los resultados 
Los resultados fueron analizados mediante la plataforma GeneSystems proporcionada por la 
misma empresa que realizó la parte experimental. 
Se pasaron controles de calidad que consistían en evaluar el porcentaje de lecturas útiles, la 
cobertura y la profundidad de los mismos.   
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En un primer cribado se analizó la secuencia exómica de cada paciente independientemente, 
buscando variantes patogénicas conocidas asociadas a otras enfermedades que pudiesen 
justificar la sintomatología clínica que presentaban. A continuación, se agruparon los pacientes 
por similaridad y se analizó la presencia de variantes de baja frecuencia o sin frecuencia descrita 
buscando alteraciones comunes entre los diferentes sujetos que formaban cada grupo. Siempre 
se tuvo en consideración que las variantes estudiadas afectaran a la isoforma canónica de la 
proteína. 
4.2.10.4 Validación de las variantes genéticas observadas 
Los resultados obtenidos en el apartado anterior se validaron mediante secuenciación Sanger 
de los fragmentos de interés, utilizando los iniciadores descritos en la Tabla 4.1.2. Las 
condiciones de amplificación para cada uno de los fragmentos se especifican en la tabla 4.2.13. 
PROCESO TEMPERATURA (ºC) TIEMPO (minutos) CICLOS DE REPETICIÓN  
Desnaturalización 95 5 1 
Desnaturalización 95 0,5 
35 
Hibridación:   
SMPD1 65 
0,5 
ANK1 56 
SPG7 58 
POLG 63 
Elongación 72 0,5 
Elongación 72 10 1 
Mantenimiento 4 ∞ 1 
Tabla 4.2.13. Condiciones de la amplificación por PCR de los fragmentos de DNA para validar las variantes 
asociadas a patogenicidad detectadas mediante el estudio de exomas 
Todos los fragmentos se prepararon para la reacción de secuenciación siguiendo los protocolos 
establecidos en los apartados 4.2.6.2 y 4.2.6.3. El análisis de los resultados de la secuenciación 
por fragmentos se realizó mediante el programa informático Variant Reporter, utilizando las 
mismas secuencias de referencia que para el diseño de los iniciadores, para el gen SMPD1 se 
utilizó la secuencia NG_011780.1, para ANK1 fue NG_012820.1, para el gen SPG7 se usó la 
secuencia de referencia NG_008082.1 y para POLG la NG_0008218.2. 
Todas las variantes analizadas se encontraban registradas en la base de dados HGMD y se 
contrastaron con la bibliografía existente para confirmar su patogenicidad. 
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4.2.11 Análisis molecular del premiR33a 
El análisis de variantes en la secuencia del pri-miR33a se realizó mediante amplificación por 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de la región genómica donde se encuentra ubicada, 
en el intrón 16 del gen SEBRF2. 
La secuencia génica utilizada para el diseño de los iniciadores se obtuvo de la base de datos Gene 
del NCBI. En este caso, dado que se pretendía realizar una amplificación mayor que la secuencia 
de referencia del pri-miR33a (NR_029507.1) no se utilizó esta sino la secuencia de referencia del 
gen SEBRF2 (NC_000022.11), ya que la primera se encuentra ubicada en el intrón 16 de este 
gen. 
4.2.11.1 Amplificación de los fragmentos 
Reactivos: 
• Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas 
• Buffer de reacción 
• MgCl2 
• Iniciadores 
• Enzima Taq polimerasa 
• Agarosa 
• Bromuro de etidio 
• Azul de bromofenol 
• Marcador de pesos moleculares 
• TAE (Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) + Tris aminometano + Ácido acético) 
Procedimiento: 
El diseño de la amplificación por PCR se realizó para este proyecto mediante el programa 
informático Oligo v.7.0 y se validó mediante Primer Blast, para comprobar que el diseño no 
hibridara en otras regiones del mismo gen ni del genoma completo. 
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Para realizar las amplificaciones, en un vial de 0,2 L se añadieron la polimerasa termoestable, 
el tampón y el MgCl2 necesarios, los nucleótidos (dNTPs), los iniciadores y el DNA. Llegando a un 
volumen final de trabajo de 20 L con agua destilada libre de DNasas y RNasas.  
Las cantidades y concentraciones finales se muestran en la tabla 4.2.14. 
 
REACTIVO VOLUMEN (L) Concentración final 
ddH2O estéril 13,3  
Tampón (10x) 2 1 x 
dNTPs (2 mM) 2 200 nM 
DNA (50 ng/L) 1 2,5ng 
MgCl2 (50 mM) 0,6 1,5 mM 
Iniciador directo (10 M) 0,5 250 nM 
Iniciador inverso (10 M) 0,5 250 nM 
Taq Polimerasa 5 U/L 0,1 0,5 U/L 
Tabla 4.2.14. Cantidades y concentraciones finales para las amplificaciones por PCR del pri-miR-33a. 
La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador Verity. El programa de amplificación 
utilizado consistió en una desnaturalización de 5 minutos a 94ºC seguida de 35 ciclos de 94ºC 
durante 30 segundos, 67ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 1 minuto, para finalizar con una 
elongación a 72ºC durante 5 minutos y un mantenimiento de la reacción a 4ºC hasta su uso. 
Las amplificaciones fueron purificadas mediante el kit ExoSap-IT® como se describe en el 
apartado “4.2.6.2.-Purificación de los productos de PCR mediante ExoSap-IT®” y analizadas 
mediante el sistema de secuenciación Sanger descrito en el apartado “4.2.6.3.- Análisis de la 
secuencia de los amplicones mediante Sanger”. Los resultados fueron analizados mediante el 
programa Variant Reporter v.1.1, utilizando como secuencia de referencia la utilizada para el 
diseño de los iniciadores. Las variantes observadas se analizaron mediante predictores 
bioinformáticos de efecto. 
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4.2.12 Análisis estadístico de los datos 
El programa informático IBM SPSS Statistics v22 fue utilizado para llevar a cabo todos los análisis 
estadísticos. El test de Kolmogorov-Smirnov se utilizó para comprobar el ajuste de las variables 
a la normal.  
Cuando las variables se ajustaban correctamente se utilizaron test paramétricos para su análisis, 
en caso contrario se trataron de ajustar mediante métodos logarítmicos, o fraccionales y en caso 
de no conseguir el ajuste a la normalidad se utilizaron test no paramétricos para su análisis. Los 
p-valores menores a 0,05 se consideraron estadísticamente significativos. 
Así mismo, los datos de sensibilidad, especificidad, exactitud, precisión, y el coeficiente de 
correlación de Matthew (ecuaciones 1, 2, 3, 4, y 5 respectivamente) se utilizaron para el análisis 
de los mejores predictores de efecto en los genes NPC1 y NPC2. 
Sensibilidad =  
VP
VP+FB
 (1) 
Especificidad =  
VB
VB+FP
 (2) 
Exactitud =  
VP+VB
VP+VB+FP+FV
 (3) 
Precisión =  
VP
VP+FP
 (4) 
MCC =  
VP∗VB−FP∗FB
√(VP+FP)(VP+FB)(TB+FP)(TB+FB)
  (5) 
4.2.13 Procedimiento de trabajo 
El procedimiento de trabajo habitual cuando llegaban muestras con sospecha de NPC al 
laboratorio consistía en realizar la separación de fracciones y seguidamente analizar los 
biomarcadores plasmáticos.  
Cuando los niveles de biomarcadores (CT, CCL18/PARC y 7-CC) o el NPC-SI eran indicativos de 
proseguir con el estudio, se procedía al análisis mediante secuenciación Sanger de los genes 
NPC1 y NPC2. 
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Si en el estudio aparecía alguna variante de significado incierto se solicitaba una nueva muestra 
para poder realizar el estudio del RNA mensajero y de expresión. El flujo de trabajo descrito se 
muestra en la Figura 4.2.2. 
  
Figura 4.2.2 Esquema de trabajo tras recibir una muestra con sospecha de Enfermedad de Niemann Pick 
tipo C. 
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A continuación, se presentarán los resultados obtenidos para esta memoria. Parte de ellos se 
encuentran publicados en diferentes artículos o pendientes de aceptación de los mismos. 
Este apartado está estructurado en base a los objetivos marcados para el proyecto. 
5.1 BLOQUE 01: ESTUDIOS PARA LA DETECCIÓN DE LA 
ENFERMEDAD 
5.1.1 Desarrollo de nuevos sistemas de cribado para NP-C 
El trabajo que se presenta a continuación se publicó en Clinica Chimica Acta en 2018 (Manuscrito 
1). 
5.1.1.1 Descripción de los pacientes 
Las muestras utilizadas para el desarrollo de este objetivo incluyen controles y pacientes con 
enfermedad de Niemann Pick tipo C, y sujetos afectos de otras enfermedades de depósito 
lisosomal (EDL). 
Los sujetos a estudio se han dividido en función de la presencia o ausencia de EDL, clasificados 
según los valores de biomarcadores y los estudios genéticos correspondientes. Posteriormente, 
el grupo de afectos se ha subdivido de acuerdo con la enfermedad que presentaban los sujetos 
(Figura 5.1.1.). 
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5.1.1.2 Test de resistencia osmótica eritrocitaria 
5.1.1.2.1 Cribado de pacientes al diagnóstico 
Se evaluó el grado de hemolisis a diferentes concentraciones de solución salina, y mediante la 
evaluación de curvas características operativas del receptor (ROC, acrónimo en inglés), 
determinando que la concentración que permitía una mayor discriminación entre los sujetos 
sanos y afectos de EDL era la de 0,49% de NaCl, con un área bajo la curva (AUC) de 0,84 y un 
intervalo de confianza (IC) entre 0,74 y 0,94 (Figura 5.1.2.).  
Figura 5.1.1 Esquema de trabajo tras recibir una muestra con sospecha de Enfermedad de Niemann Pick tipo 
C. 
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Mediante el test U de Mann-Whitney se analizó la existencia de diferencias entre los controles 
y los afectos de EDL, observándose que las mismas eran significativas (p-valor=0,00), siendo la 
resistencia osmótica mayor en el grupo de afectos que en los controles (Figura 5.1.3.). 
  
Figura 5.1.2 Curva ROC para las 
diferentes concentraciones de 
solución salina testadas. 
(A) Concentraciones de 0,1 a 
0,9% 
 
 
 
 
 
 
 
 
(B)Concentraciones de 0,41 a 
0,55%. La mejor curva esta 
resaltada en mayor tamaño y 
corresponde a una 
concentración de 0,49% de NaCl. 
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Se realizó el mismo test entre los pacientes EDL divididos por enfermedad y el grupo control, 
observándose nuevamente una diferencia estadísticamente significativa entre los pacientes de 
NP-C o DLAL y los controles (p-valor=0,01 y 0,00 respectivamente) pero, según el test de 
DeLonge esta diferencia no se observaba entre los pacientes con diagnóstico de NP-C y DLAL (p-
valor>0,05; Figura 5.1.4.). 
  
Figura 5.1.3 Boxplot afectos de NP-C o DLAL vs controles. Boxplot afectos de EDL vs controles. 
Representación de la diferencia de resistencia eritrocitaria observada a una concentración de solución 
salina del 0,49% entre los sujetos afectos de EDL y el grupo control. *Diferencia estadísticamente 
significativa con un p-valor=0,00 
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Se consideraron aceptables un valor de sensibilidad del 80% y de especificidad del 70%. 
Utilizando estos valores como puntos de corte, se consideró que valores de hemólisis por debajo 
del 51% en los test de resistencia osmótica, debían considerarse como sujetos susceptibles a ser 
afectos de EDL y por lo tanto debía ampliarse el estudio siguiendo el protocolo establecido 
(Figura 5.1.5). 
  
Figura 5.1.4 Boxplot afectos de EDL vs controles. Representación de la diferencia de resistencia 
eritrocitaria observada a una concentración de solución salina del 0,49% entre los sujetos afectos de 
EDL y el grupo control. *Diferencia estadísticamente significativa. 
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5.1.1.2.2 Aplicación del test de hemólisis para la monitorización de pacientes 
Un grupo formado por 10 pacientes (2 NP-C, 8 DLAL) fue monitorizado para analizar el 
porcentaje de hemólisis producido por una solución salina al 0,49% en el seguimiento de la 
respuesta al tratamiento.  
Los pacientes de DLAL en tratamiento con Sebelipasa (Alexion, USA) presentaron un incremento 
en el % de hemólisis, llegando a valores superiores al 51%. El paciente DLAL-1, que no ha recibido 
tratamiento, mantiene la disminución en el grado de hemólisis. (Figura 5.1.6). En todos los casos 
el paciente ha recibido tratamiento durante un mínimo de dos meses antes de la determinación 
en la que se observa la mejora, en los casos DLAL-2, DLAL-4  y DLAL-5 se observa una nueva 
disminución en el porcentaje de hemólisis en la última determinación, sin que exista un 
empeoramiento del resto de biomarcadores en estos sujetos, por lo que es necesario seguir 
controlando a estos pacientes para determinar si se trata de una alteración puntual, o si se trata 
de un indicador temprano de empeoramiento del paciente. 
Figura 5.1.5 Protocolo de estudio de muestras en función del resultado del test de hemólisis. 
Representación de la diferencia de resistencia eritrocitaria observada a una concentración de solución 
salina del 0,49% entre los sujetos afectos de NP-C, los sujetos afectos de DLAL y el grupo control.  
* p = 0,00. ** p = 0,01. 
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Los dos pacientes de enfermedad de NP-C monitorizados no muestran una mejora en este 
marcador, uno de ellos no está en tratamiento y el otro parece no ser un buen respondedor al 
tratamiento con Miglustat (Actelion a Janssen Pharmaceutical Company).  
5.1.1.3 Cuantificación del colesterol contenido en la membrana 
eritrocitaria 
El contenido de colesterol contenido en la membrana eritrocitaria se evaluó en 73 sujetos de los 
cuales 10 eran afectos de EDL (5 afectos de DLAL y 5 de NP-C) y 63 eran controles sanos.  
Los resultados obtenidos de la cuantificación (Tabla 5.1.1) no seguía una distribución normal, y 
no pudo adaptarse mediante conversión logarítmica ni fraccional por lo que se utilizó el método 
no paramétrico de Kruskal-Wallis para analizar si los valores obtenidos mostraban diferencias 
significativas entre los dos grupos, no siendo estas estadísticamente significativas (p>0,05).  
  
Figura 5.1.6 Gráfico de evolución de los pacientes de DLAL monitorizado. La primera muestra recibida tras 
el inicio del tratamiento está indicado con una flecha en cada uno de ellos. 
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Muestra Sexo 
[Colesterol] 
(mg/mL) 
 Muestra Sexo 
Colesterol 
(mg/mL) 
 Muestra Sexo 
Colesterol[l  
(mg/mL) 
Control ♀ 3,32  Control ♂ 3,84  Control ♀ 6,21 
Control ♀ 2,93  Control ♂ 4,18  Control ♀ 2,40 
Control ♂ 2,25  Control ♂ 3,21  Control ♀ 2,17 
Control ♂ 1,64  Control ♀ 3,43  Control ♂ 3,73 
Control ♀ 3,62  Control ♂ 3,13  Control ♀ 3,67 
Control ♀ 3,13  Control ♂ 3,54  Control ♂ 1,27 
Control ♂ 4,75  Control ♂ 3,35  Control ♀ 3,50 
Control ♀ 2,97  Control ♀ 3,69  Control ♀ 3,80 
Control ♂ 2,57  Control ♂ 3,46  Control ♂ 6,17 
Control ♀ 2,52  Control ♂ 3,73  Control ♀ 3,10 
Control ♀ 3,18  Control ♂ 5,23  Control ♂ 3,51 
Control ♂ 2,06  Control ♀ 2,40 
 
Control ♀ 2,53 
Control ♀ 3,34  Control ♂ 1,87 
 
Control ♀ 1,22 
Control ♂ 2,85  Control ♀ 1,96  Control ♀ 3,26 
Control ♀ 3,63  Control ♀ 1,91  Control ♂ 1,40 
Control ♀ 1,47  Control ♂ 3,56  Afecto ♀ 3,26 
Control ♀ 2,00  Control ♂ 1,22  Afecto ♀ 2,91 
Control ♂ 3,28  Control ♂ 4,22  Afecto ♀ 1,13 
Control ♀ 3,52  Control ♀ 4,43  Afecto ♂ 2,51 
Control ♂ 2,99  Control ♂ 4,51  Afecto ♂ 1,38 
Control ♀ 3,13  Control ♀ 2,19  Afecto ♂ 3,21 
Control ♀ 3,21  Control ♂ 1,86  Afecto ♀ 3,37 
Control ♂ 2,65  Control ♀ 2,30  Afecto ♀ 4,24 
Control ♂ 5,64  Control ♂ 2,30  Afecto ♂ 3,51 
       
 Afecto ♀ 3,78 
Media 
 Control  3,11  2,30 – 3,63    
 Afecto  2,93  2,61 – 3,48    
Tabla 5.1.1. Concentración de colesterol embebido en la membrana eritrocitaria en los controles y 
pacientes analizados. 
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5.1.2 Valoración de la determinación combinada de 
biomarcadores 
Para un grupo de 165 sujetos, no relacionados entre ellos, se ha realizado la determinación de 
la actividad quitotriosidasa, y la evaluado la concentración de la quimiocina CCL18/PARC y del 
oxisterol 7-cetocolesterol. En todos aquellos casos en que se disponía de información clínica se 
ha calculado el índice de sospecha de sufrir NP-C (NPC-SI).  
El estudio genético permitió clasificar estos individuos en 148 sanos, 5 portadores de una 
variante asociada a patogenicidad y 8 sujetos con dos variantes descritas previamente como 
causales de NP-C y 4 individuos cuyas variantes se reclasificarán como causales de la enfermedad 
al finalizar este trabajo pero que ya se incluyen en el grupo de afectos para este análisis. 
5.1.2.1 Validación de la utilidad del NPC-SI 
Se disponía de información clínica de un 89,70% (148/165) de los sujetos, para los que se evaluó 
el NPC-SI utilizando la aplicación online existente (Ver enlaces). 
Los riesgos obtenidos se clasificaron el elevado, medio y bajo con la intención de poder 
categorizar de forma conjunta aquellos sujetos menores de 4 años, y los mayores de esta edad. 
Para esta categorización se utilizaron los rangos de puntuación recomendados por los 
desarrolladores de la aplicación (Tabla 5.1.2). 
  < 4 años > 4 años 
Riesgo bajo < 3 < 20 
Riesgo moderado 3-5 20-39 
Riesgo elevado ≥ 6 ≥ 40 
Tabla 5.1.2. Equivalencias entre las puntuaciones obtenidas y el riesgo asignado por edad. 
En la categoría de bajo riesgo se incluyeron a 21 sujetos (14,19%), en riesgo moderado 39 
(26,35%) y el mayor grupo fue el formado con pacientes con un elevado riesgo de sufrir 
enfermedad de NP-C con 88 (59,46%) sujetos. 
Según el estudio genético realizado a los 148 sujetos con información clínica, 11 de ellos eran 
afectos de la enfermedad, 5 portadores de esta y 132 no presentaban ninguna variante genética 
asociada con la enfermedad. 
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Ninguno de los sujetos afectos se encontraba englobado en la categoría de bajo riesgo. Todos 
los portadores y 3 afectos mostraban según el NPC-SI un riesgo moderado de sufrir la 
enfermedad mientras que los 8 afectados restantes se clasificaron correctamente en el grupo 
de alto riesgo.  
Los tres afectados considerados de riesgo moderado presentaban únicamente sintomatología 
visceral, no habiendo desarrollado síntomas neurológicos en la fecha de presentación de este 
proyecto. 
Considerando estos resultados la sensibilidad del NPC-SI es del 72,72%, mientras que su 
especificidad es del 42,85%.  
5.1.2.2 Validación de la utilidad de la actividad quitotriosidasa 
La actividad de la enzima quitotriosidasa se determinó, en una muestra de plasma, para los 165 
sujetos. El estudio se realizó siguiendo los protocolos descritos en los apartados 4.2.1.1 y 4.2.2.1 
de material y métodos. 
Cuando los valores de actividad detectados eran inferiores a 23 o superiores a 75 nmol/mL/h se 
analizó la presencia de la duplicación de 24 pb en el gen CHIT1, que provoca la inactivación de 
la enzima (apartado 3.2.5 de material y métodos), y se corrigió la actividad detectada 
multiplicando por dos el valor obtenido en aquellos sujetos heterocigotos para la duplicación. 
Seis sujetos presentaron la duplicación de 24pb en homocigosidad, por lo que no tenían 
actividad quitotriosidasa y tuvieron que ser excluidos del estudio. 
Los sujetos que no presentaban ninguna variante asociada a patogenicidad en los genes NPC1 y 
NPC2, presentaron un valor medio de actividad quitotriosidasa de 82,10 ±144,00 nmol/mL/h 
(media ±desviación estándar), mientras que los sujetos portadores de una o dos variantes 
asociadas a la enfermedad de NP-C presentaban valores de 183,00 ±264,16 nmol/mL/h y 567,42 
±528,09 nmol/mL/h respectivamente. 
Según la prueba t de Student la diferencia entre la media de los sujetos sanos (portadores o no 
de la enfermedad) y los afectados, es estadísticamente significativa (p=0,009; Figura 5.1.7) por 
lo que el valor de actividad quitotriosidasa es útil como sistema de cribado entre sujetos sanos 
y afectos, siempre que el sujeto no presente un genotipo nulo (homocigosidad para la 
duplicación).  
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Se realizó la curva ROC, comparando únicamente los individuos sanos frente a los afectos (Figura 
5.1.8) que presentaba un AUC de 0,95 (IC=0,91-0,99) y estableciendo unos criterios de 
sensibilididad y especificidad del 100% y del 84% se estableció el punto de corte para la actividad 
quitotriosidasa en 102 nmol/mL/h. 
Figura 5.1.8 Boxplot con los resultados de actividad quitotriosidasa para cada grupo.  *=p<0,05 
Figura 5.1.7 Curva ROC para la utilidad de la actividad quitotriosidasa como biomarcador de 
enfermedad de NP-C. 
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5.1.2.3 Validación de la utilidad de la concentración de CCL18/PARC 
La concentración de la quimiocina CCL18/PARC se determinó, en una muestra de plasma, para 
los 165 sujetos. El estudio se realizó siguiendo los protocolos descritos en los apartados 4.2.1.1 
y 4.2.2.2 de material y métodos. 
Los sujetos sanos presentaban una concentración de 78,05±60,36 ng/mL, los portadores de una 
variante patogénica tenían unos niveles de 129,80±66,49 ng/mL, mientras que los afectos 
llegaban a niveles de 416,12±281,72 ng/mL. Estas diferencias eran estadísticamente 
significativas (p<0,05) entre los sujetos sanos y los afectos (Figura 5.1.9). 
La diferencia entre la media de los sujetos sanos y los afectos era estadísticamente significativa 
según la prueba t de Student. Además, la curva ROC (Figura 5.1.10) mostraba un AUC de 0,96 
(IC=0,93-0,99) lo que permitió establecer, con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 
84% un punto de corte para este biomarcador de 120 ng/mL.  
Figura 5.1.9 Boxplot con los resultados de la concentración CCL18/PARC para cada grupo. *=p<0,05 
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5.1.2.4 Validación de la utilidad de la concentración de 7-cetocolesterol 
La concentración del oxisterol 7-cetocolesterol se determinó, en una muestra de plasma 
conservada con BHT, para los 165 individuos. El estudio se realizó siguiendo los protocolos 
descritos en los apartados 4.2.1.1 y 4.2.2.3 de material y métodos. 
Los sujetos sanos presentaban una concentración de 13,17 ±44,17 ng/mL, los portadores de una 
variante patogénica tenían unos niveles de 913,40 ±1857,00 ng/mL, mientras que los afectos 
llegaban a niveles de 580,85 ±812,13 ng/mL. Estas diferencias eran estadísticamente 
significativas (p<0,05) entre sujetos sanos y afectos (Figura 5.1.11). Los valores elevados 
detectados en los portadores, se deben a la existencia de tres individuos portadores con 
sintomatología clínica de los que se está ampliando el estudio. Cuando excluimos estos tres 
sujetos del estudio los valores de 7-cetocolesterol de los portadores se reducen a 10,24 ±11,67 
ng/mL y la diferencia entre portadores y afectos pasa a ser estadísticamente significativa. 
Figura 5.1.10 Curva ROC para la utilidad de la concentración de la quimiocina CCL18/PARC como 
biomarcador de enfermedad de NP-C. 
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La diferencia entre la media de los individuos sanos y los afectos era estadísticamente 
significativa según la prueba t de Student, así como la media entre los portadores y los afectos. 
Además, la curva ROC (Figura 5.1.12) mostraba un AUC de 0,99 (IC=0,97-1,00) lo que permitió 
establecer, con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 95% un punto de corte para 
este biomarcador de 59,9 ng/mL. 
Figura 5.1.12 Boxplot con los resultados de la concentración de 7-CC para cada grupo. *=p<0,05 
Figura 5.1.11 Curva ROC para la utilidad de la concentración del oxisterol 7-CC como biomarcador de 
enfermedad de NP-C 
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5.1.2.5 Valoración combinada de los tres biomarcadores 
Solamente 14 individuos presentaban valores superiores al punto de corte establecido para los 
tres biomarcadores, y uno presentaba una actividad quitotriosidasa nula, pero valores 
superiores al punto de corte para CCL18/PARC y 7-CC (Tabla 5.1.3.). 
Individuo Estado Qt (nmol/mL/h) CCL18/PARC (ng/mL) 7-CC (ng/mL) 
1 Portador 119,00 158,00 104,00 
2 Portador 0,00 203,00 4232,00 
3 Portador 573,00 157,00 210,50 
4 Afectado 1837,00 834,00 498,50 
5 Afectado 104,00 124,00 153,80 
6 Afectado 139,00 151,00 1156,50 
7 Afectado 653,00 178,00 333,50 
8 Afectado 1129,00 514,00 388,20 
9 Afectado 876,00 957,00 278,00 
10 Afectado 113,00 208,00 91,30 
11 Afectado 620,00 346,00 231,30 
12 Afectado 716,00 634,00 239,90 
13 Afectado 131,00 477,00 159,00 
14 Afectado 173,00 447,00 384,10 
15 Afectado 318,00 127,00 3006,00 
Tabla 5.1.3. Estado y valores observados en los sujetos que mostraban elevación de los tres 
biomarcadores. 
La utilización combinada de los tres biomarcadores permitió detectar a los 12 individuos afectos 
y a tres portadores con sintomatología clínica. 
5.2 BLOQUE 02: ESTUDIOS GENÉTICOS 
5.2.1 Caracterización de los genes NPC1 y NPC2 en población 
española 
Se realizó un estudio de despistaje de enfermedad de NP-C en 180 individuos, no relacionados 
entre ellos.  
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De los individuos analizados noventa y ocho (54,1%) eran varones y ochenta y dos (45,3%) 
mujeres, con una media de edad de cuarenta y un años, comprendidos en un rango de 0 a 80 
años.  
Según los datos publicados, 135 de los individuos analizados no portaban ninguna variante 
asociada a patogenicidad para la enfermedad de NP-C, 10 sujetos se clasificaron inicialmente 
como afectados de la enfermedad por presentar dos variantes patogénicas, y 9 portadores de 
variantes asociadas a la misma. Los 26 sujetos restantes portaban variantes cuyo efecto se 
desconoce, dos de ellos presentaban deleciones del gen, uno tenía una deleción de gran tamaño 
y otro una deleción puntual.  
Las principales manifestaciones clínicas de los individuos considerados afectos fueron 
clasificadas en tres grandes bloques: manifestaciones viscerales, neurológicas y/o psiquiátricas.  
Las principales manifestaciones viscerales que se reportaron fueron visceromegalias 
(esplenomegalia y/o hepatomegalia), observándose en un 27,6% de los casos. Respecto a las 
manifestaciones neurológicas las más frecuentes fueron la ataxia (55,8%) y las alteraciones 
cognitivas, principalmente demencia (42,0%), seguidas de la parálisis de la mirada vertical (33,7) 
y la distonía (32,0%). Las manifestaciones psiquiátricas más frecuentes fueron los trastornos 
psiquiátricos (esquizofrenia, trastorno bipolar…) con una frecuencia del 40,3% (Tabla 5.2.1). 
ALTERACIÓN SÍNTOMA/SIGNO 
CASOS 
DETECTADOS 
n 
TOTAL  
n (%) 
VISCERAL 
Ascitis neonatal 0 0,00% 
Organomegalia  
(hepatomegalia y/o esplenomegalia) 
51 28,24% 
Ictericia neonatal 13 7,65% 
Bilirrubinemia directa 0 0,00% 
Colestasis 4 2,20% 
Infiltrados pulmonares 0 0,00% 
NEUROLÓGICA 
Alteración del movimiento ocular 
vertical 
61 33,70% 
Ataxia 101 55,80% 
Cataplejía 10 5,50% 
Convulsiones gelásticas 9 5,00% 
Demencia 76 42,00% 
Disatria y/o disfagia 37 20,40% 
Distonia muscular 58 32,00% 
Espasticidad 8 4,40% 
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ALTERACIÓN SÍNTOMA/SIGNO 
CASOS 
DETECTADOS 
n 
TOTAL  
n (%) 
Mioclonía 9 5,00% 
Epilepsia 12 6,60% 
Discapacidad intelectual  0 0,00% 
PSIQUIÁTRICA 
Síntomas psicóticos  
(alucinaciones, ilusiones, etc.) 14 7,70% 
Alteraciones psicóticas  
(esquizofrenia, trastorno bipolar, 
etc.) 73 40,30% 
Resistencia a tratamientos 
antipsicóticos 12 6,60% 
Comportamiento agresivo 9 5,00% 
Tabla 5.2.1. Descripción clínica de los 180 individuos analizados 
El valor del NPC-SI fue calculado en el laboratorio siempre que las muestras fueran acompañadas 
de información clínica (85,60% de los casos). El test proporciona un valor numérico y un riesgo 
de padecer la enfermedad. En esta cohorte un 51,9% presentaban alto riesgo, un 22,1% un 
riesgo moderado y solamente un 11,6% de las muestras presentaban un riesgo bajo de padecer 
NP-C. 
Entre los 10 individuos afectados de la enfermedad de NP-C, las manifestaciones clínicas más 
frecuentes fueron las visceromegalias (5/10; 50,00%), desglosándose en 5 esplenomegalias 
(50,00%) y 3 hepato-esplenomegalias (30,00%). Los síntomas neurológicos más frecuentes 
fueron la ataxia y la demencia (4/10; 40,00%) y el psiquiátrico las alteraciones psicóticas (3/10; 
30,00%). En la Tabla 5.2.2 se muestra la sintomatología presentada por cada uno de los sujetos. 
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Tabla 5.2.2. Información clínica de los individuos con mínimo 1 variante patogénica en el gen NPC1. 
Antes de analizar los resultados obtenidos del análisis de las secuencias, se realizó un estudio de 
varios predictores online para las variantes génicas, con la intención de utilizar siempre el más 
indicado para los genes estudiados. 
5.2.1.1 Valoración de programes de predicción de efecto de variantes 
genéticas 
Entre los resultados obtenidos por diferentes sistemas de predicción existen discordancias 
notables, en este estudio se realizó una evaluación de los resultados obtenidos mediante varios 
algoritmos de predicción, con el objetivo de seleccionar los mejores predictores para los genes 
NPC1 y NPC2. Estos resultados no coinciden completamente con los del artículo que se 
encuentra en revisión en la revista Proteins, ya que para la publicación se incluyó el gen LIPA 
que también afecta a la vía de transporte del colesterol a nivel lisosomal (Manuscrito 2). 
5.2.1.1.1 Variantes localizadas en región exónica 
Los predictores analizados proporcionaron un valor de riesgo de patogenicidad para cada 
variante (Tabla 5.2.3) y estos se dividieron dicotómicamente en base al punto de corte 
establecido en las guías de cada predictor para considerar una variante patogénica. 
    1* 2 3 4 5* 6 7 8 9 10 
V
IS
C
ER
A
L Ascitis  x        x 
Hepatomegalia  x     x   x 
Esplenomegalia  x x   x x   x 
N
EU
R
O
LÓ
G
IC
A
 
Parálisis mirada 
vertical 
            x       
Ataxia    x   x x x  
Cataplejía        x   
Demencia    x   x x x  
Disfagia o Disartria        x x  
Distonía        x   
Espasticidad           
Mioclonias           
Discapacidad 
intelectual  
     x  x   
Hipotonía                   x 
P
SI
Q
U
I
Á
TR
IC
A
 
Síntomas psicóticos           
Alteraciones psicóticas    x   x  x  
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GEN EFECTO SNPs 
PROVEAN 
genómico 
PROVEAN 
proteico 
SIFT  
Mutation 
Assessor  
FATHMM
-MKL 
NPC1 Patogénico rs28942108 -2,16 -2,16 0,05 2,38 0,99 
NPC1 Patogénico rs28942107 -3,60 -3,60 0,00 3,52 1,00 
NPC1 Patogénico rs28942106 -8,64 -8,64 0,00 3,77 0,99 
NPC1 Patogénico rs28942105 -4,80 -4,80 0,00 3,27 1,00 
NPC1 Patogénico rs28940897 -2,84 -2,84 0,08 1,94 0,98 
NPC1 Patogénico rs80358253 -5,40 -5,40 0,01 3,62 0,98 
NPC1 Patogénico rs80358254 -3,86 -3,06 0,00 3,24 0,99 
NPC1 Patogénico rs80358257 -7,78 -7,78 0,00 2,89 1,00 
NPC1 Patogénico rs80358258 -2,85 -2,85 0,01 3,18 1,00 
NPC1 Patogénico rs80358259 -3,84 -3,84 0,00 2,54 0,90 
NPC1 Patogénico rs120074130 -1,82 -1,82 0,22 2,85 1,00 
NPC1 Patogénico rs120074131 -3,50 -3,50 0,00 3,91 0,94 
NPC1 Patogénico rs120074132 -3,25 -3,25 0,03 3,45 0,96 
NPC1 Patogénico rs120074134 -3,98 -3,98 0,00 2,47 0,96 
NPC1 Patogénico rs120074135 -1,02 -1,02 0,20 1,80 0,91 
NPC1 Patogénico rs120074136 -10,97 -10,97 0,00 3,69 0,99 
NPC1 Patogénico rs372030650 -5,48 -5,48 0,05 3,47 0,99 
NPC1 Patogénico rs374526072 -3,84 -3,84 0,00 4,02 1,00 
NPC1 Patogénico rs483352885 -6,76 -6,76 0,00 2,99 0,99 
NPC1 Patogénico rs483352887 -7,00 -7,00 0,00 3,12 0,99 
NPC1 Patogénico rs483352888 -5,00 -5,00 0,00 3,00 0,99 
NPC1 Patogénico rs483352890 -5,52 -5,52 0,00 2,68 1,00 
NPC1 Patogénico rs483352891 -4,86 -4,86 0,00 3,72 0,98 
NPC1 Patogénico rs730880963 -3,76 -3,76 0,01 3,72 1,00 
NPC1 Patogénico rs876661319 -3,96 -3,96 0,01 3,10 0,99 
NPC1 Benigno rs13381670 -2,88 -2,88 0,00 2,35 0,99 
NPC1 Benigno rs61731969 0,32 0,32 1,00 -0,78 0,27 
NPC2 Patogénico rs11694 -3,59 -3,60 0,07 3,46 0,99 
NPC2 Patogénico rs80358260 -1,99 -1,96 0,37 2,74 0,99 
NPC2 Patogénico rs80358261 -2,58 -2,58 0,00 3,19 0,99 
NPC2 Patogénico rs80358264 -10,82 -10,82 0,00 3,85 0,99 
NPC2 Patogénico rs80358266 -2,20 -2,20 0,19 2,52 0,99 
NPC2 Patogénico rs104894458 -7,99 -7,99 0,00 3,84 0,99 
NPC2 Patogénico rs483352893 -1,36 -1,37 0,00 10,00 1,00 
Benigno / Neutral cuando: >-2,5 >-2,5 >0,05 <1,9 <0,5 
      
GEN CON EFECTO SNPs 
FATHMM Enf. 
Her 
Polyphen2  SNPs&GO  SNPs&GO 3D  SNAP2  
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NPC1 Patogénico rs28942108 -3,24 0,96 0,94 
 
76,00 
NPC1 Patogénico rs28942107 -3,64 1,00 0,99 0,99 94,00 
NPC1 Patogénico rs28942106 -2,99 1,00 0,99 0,98 81,00 
NPC1 Patogénico rs28942105 -2,87 1,00 0,97 0,99 93,00 
NPC1 Patogénico rs28940897 -3,31 0,08 0,99 0,96 85,00 
NPC1 Patogénico rs80358253 -4,22 1,00 0,99 
 
82,00 
NPC1 Patogénico rs80358254 -3,25 0,79 0,93 0,88 -47,00 
NPC1 Patogénico rs80358257 -3,53 1,00 0,95 0,97 60,00 
NPC1 Patogénico rs80358258 -2,10 1,00 0,96 0,93 14,00 
NPC1 Patogénico rs80358259 -2,40 0,88 0,97 0,95 80,00 
NPC1 Patogénico rs120074130 -4,49 1,00 0,93 0,95 44,00 
NPC1 Patogénico rs120074131 -3,17 1,00 0,97 0,98 96,00 
NPC1 Patogénico rs120074132 -3,33 1,00 0,94 0,98 87,00 
NPC1 Patogénico rs120074134 -2,69 0,97 0,93 0,94 69,00 
NPC1 Patogénico rs120074135 -3,32 0,01 0,74 0,42 47,00 
NPC1 Patogénico rs120074136 -5,13 1,00 0,98 0,98 99,00 
NPC1 Patogénico rs372030650 -3,36 0,43 0,95 0,92 16,00 
NPC1 Patogénico rs374526072 -2,03 1,00 0,99 0,98 79,00 
NPC1 Patogénico rs483352885 -2,43 0,94 0,97 0,94 42,00 
NPC1 Patogénico rs483352887 -3,10 0,99 0,95 0,98 50,00 
NPC1 Patogénico rs483352888 -3,96 0,99 0,95 0,94 61,00 
NPC1 Patogénico rs483352890 -3,82 0,94 0,90 0,97 58,00 
NPC1 Patogénico rs483352891 -4,34 1,00 0,98 
 
66,00 
NPC1 Patogénico rs730880963 -3,32 1,00 0,94 0,70 29,00 
NPC1 Patogénico rs876661319 -3,47 0,87 0,95 0,89 29,00 
NPC1 Benigno rs13381670 -2,38 0,98 0,86 0,73 83,00 
NPC1 Benigno rs61731969 -1,94 0,00 0,55 0,54 -93,00 
NPC2 Patogénico rs11694 -2,34 1,00 0,76 
 
58,00 
NPC2 Patogénico rs80358260 -2,46 1,00 0,44 
 
24,00 
NPC2 Patogénico rs80358261 -2,64 1,00 0,54 
 
76,00 
NPC2 Patogénico rs80358264 -7,51 1,00 0,93 
 
87,00 
NPC2 Patogénico rs80358266 -0,97 0,97 0,55 
 
12,00 
NPC2 Patogénico rs104894458 -4,01 1,00 0,82 
 
64,00 
NPC2 Patogénico rs483352893 -2,39 0,98 0,22 
 
44,00 
Benigno/neutral cuando: >-1,5 < 0,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 < 0 
GEN CON EFECTO SNPs PMuT  Hansa  MutPred 1 Predict SNP1  Predict SNP2  
NPC1 Patogénico rs28942108 0,58 Con efecto 0,85 Neutral 1,00 
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NPC1 Patogénico rs28942107 0,77 Con efecto 0,87 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs28942106 0,85 Con efecto 0,90 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs28942105  0,81 Con efecto 0,94 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs28940897 0,65 Con efecto 0,83 Con efecto 0,02 
NPC1 Patogénico rs80358253 0,87 Con efecto 0,90 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs80358254 0,66 Con efecto 0,87 Neutral 1,00 
NPC1 Patogénico rs80358257 0,66 Con efecto 0,91 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs80358258 0,80 Con efecto 0,86 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs80358259 0,74 Con efecto 0,95 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs120074130 0,34 Con efecto 0,97 Neutral 1,00 
NPC1 Patogénico rs120074131 0,89 Con efecto 0,97 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs120074132 0,66 Con efecto 0,82 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs120074134 0,61 Con efecto 0,88 Con efecto 0,14 
NPC1 Patogénico rs120074135 0,30 Neutral 0,80 Neutral -1,00 
NPC1 Patogénico rs120074136  0,81 Con efecto 0,97 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs372030650 0,74 Con efecto 0,85 Con efecto 0,08 
NPC1 Patogénico rs374526072  0,87 Con efecto 0,90 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs483352885 0,67 Con efecto 0,58 Con efecto 0,16 
NPC1 Patogénico rs483352887 0,86 Con efecto 0,65 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs483352888 0,73 Con efecto 0,69 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs483352890 0,73 Con efecto 0,64 Neutral 0,16 
NPC1 Patogénico rs483352891 0,82 Con efecto 0,93 Con efecto 1,00 
NPC1 Patogénico rs730880963 0,79 Con efecto 0,94 Con efecto -0,27 
NPC1 Patogénico rs876661319 0,73 Con efecto 0,64 Con efecto 1,00 
NPC1 Benigno rs13381670 0,58 Con efecto 0,22 Neutral 1,00 
NPC1 Benigno rs61731969 0,03 Neutral 0,57 Neutral -1,00 
NPC2 Patogénico rs11694 0,74 Con efecto 0,81 Con efecto 1,00 
NPC2 Patogénico rs80358260 0,26 Con efecto 0,53 Neutral 1,00 
NPC2 Patogénico rs80358261 0,42 Con efecto 0,89 Con efecto 1,00 
NPC2 Patogénico rs80358264 0,80 Con efecto 0,99 Con efecto 1,00 
NPC2 Patogénico rs80358266 0,26 Con efecto 0,57 Neutral 0,64 
NPC2 Patogénico rs104894458 0,73 Con efecto 0,97 Con efecto 1,00 
NPC2 Patogénico rs483352893 0,69 Neutral 0,94 Neutral -1,00 
Neutral cuando: <=0,5 Neutral <=0,5 Neutral <0,06 
Tabla 5.2.3. Datos crudos proporcionados por cada predictor 
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Para todos los predictores utilizados en este apartado del estudio, se obtuvo una elevada 
sensibilidad, que oscilaba del 75% al 100%. La exactitud y la precisión de las predicciones 
también eran muy elevadas (76-100% y 91-100% respectivamente; Figura 5.2.1.). 
La eficiencia era muy variable entre los predictores, teniendo algunos como FATHMM en su 
versión para enfermedades hereditarias o las dos versiones de SNP&GO que valoraron 
erróneamente las dos variantes benignas analizada, por lo que su eficiencia fue del 0% (Figura 
5.2.1).  
El coeficiente de correlación de Matthew también presentaba grandes diferencias entre los 
predictores oscilando entre valores negativos y el 100% (Figura 5.2.1), también a causa de las 
predicciones falsamente patogénicas.  
Se utilizaron curvas ROC para evaluar los predictores, obteniendo un área bajo la curva (AUC) de 
1 para el predictor MutPred1 (Figura 5.2.2.). 
 
 
Figura 5.2.1 Representación gráfica de los valores de sensibilidad, especificidad, CCM, 
exactitud y precisión de cada predictor analizado 
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El predictor SNPs&GO 3D solo se evaluó para NPC1 ya que requiere la existencia de un modelo 
estructural de la proteína, y para NPC2 no existe. 
5.2.1.1.2 Variantes localizadas en región intrónica 
Los predictores se analizaron mayoritariamente por comparación entre los resultados obtenidos 
con la forma salvaje y la forma variante del gen. Los resultados se clasificaron en base a si existía 
o no alguna diferencia entre las dos formas (Tabla 5.2.4.) 
GEN EFECTO SNP 
FATHMM-
MKL  
Predict 
SNP2  
Splice Site 
Prediction  
Human  
Splicing  
Finder  
Sroogle  
NPC1 Patogénico rs483352892  0,91 -0,27 NO SI  SI  
NPC1 Patogénico rs797044431   SI SI  SI  
NPC1 Benigno rs72283949   NO NO NO 
NPC1 Benigno rs3745024 0,29 -0,49 NO NO NO 
NPC1 Benigno rs6507717 0,11 -1,00 NO NO NO 
NPC1 Benigno rs55809701     NO NO NO 
Figura 5.2.2 Curvas ROC para los predictores de efecto de variantes en regiones exónicas. 
El AUC para MutPred1 es de 1,00 siendo el mejor predictor. La curva para Predict SNP 1 
tiene un AUC de 0,90 
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GEN EFECTO SNP 
FATHMM-
MKL  
Predict 
SNP2  
Splice Site 
Prediction  
Human  
Splicing  
Finder  
Sroogle  
NPC1 Benigno rs200103695 0,11 -1,00 NO NO NO 
NPC1 Benigno rs2510344   0,20 -1,00 NO NO NO 
NPC1 Benigno rs6507720 0,17 -1,00 NO NO NO 
NPC2 Patogénico rs80358268 0,99 1,00 NO SI  SI  
NPC2 Patogénico rs879253740  0,99 1,00 NO SI  SI  
        
GEN EFECTO SNP FSPLICE  SPL  
The 
GENSCAN  
NetGene2  
Server  
SplicePort  
NPC1 Patogénico rs483352892  SI  NO NO NO NO 
NPC1 Patogénico rs797044431 SI  NO  SI  SI  NO 
NPC1 Benigno rs72283949 NO NO NO NO NO 
NPC1 Benigno rs3745024 NO NO NO NO NO 
NPC1 Benigno rs6507717 NO NO NO NO NO 
NPC1 Benigno rs55809701   NO NO NO NO NO 
NPC1 Benigno rs200103695 NO NO NO SI  NO 
NPC1 Benigno rs2510344   NO NO NO NO NO 
NPC1 Benigno rs6507720 NO NO NO SI  NO 
NPC2 Patogénico rs80358268 NO NO SI  NO o NO 
NPC2 Patogénico rs879253740  SI  SI  SI  SI  SI  
Tabla 5.2.4.Datos crudos proporcionados por cada predictor.  
Tres de los predictores evaluados, FATHMM-MKL, HSF y Sroogle obtienen la mayor puntuación 
en sensibilidad, especificidad, MCC, exactitud y precisión, pero FATHMM-MKL no permite 
evaluar variantes causadas por inserciones y deleciones, por lo que presenta una mayor 
proporción de datos perdidos (Figura 5.2.3).  
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Se realizaron curvas ROC para cada uno de los predictores, obteniendo valores de 1 de AUC para 
HSF y Sroogle (Figura 5.2.4.). 
Figura 5.2.4 Representación gráfica de los valores de sensibilidad, especificidad, CCM, exactitud y precisión de 
cada predictor analizado. 
Figura 5.2.3 Curvas ROC para los predictores de efecto de variantes en regiones intrónicas. El AUC para Human 
Splicing Finder y Sroogle es de 1,00 siendo los mejores predictores. 
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5.2.1.2 Estudio de las variantes detectadas en el gen NPC2 
De las 180 muestras analizadas solamente dos presentaron una variante en el gen NPC2 en 
heterocigosidad.  
En ambos casos se trataba de la sustitución de una guanina por una adenina en región intrónica 
(NG_007117.1:g.12067G>A; NM_006432.3_c.190+14G>A). Según la base de datos ClinVar se 
trata de una sustitución de significado incierto, y según las bases de datos 1000 genomas y ExAC 
se trata de una variante con una frecuencia superior al 1% tanto en población ibérica como en 
población europea-no finlandesa.  
El estudio realizado en nuestras muestras mostraba una frecuencia del 0,5% por lo que no podría 
considerarse una variante frecuente en la población. Por ese motivo se procedió a realizar un 
análisis bioinformático mediante el predictor Human Splicing Finder. Los resultados mostraron 
una posible alteración en lugares de unión de factores reguladores del ayuste, pero según el 
programa no se consideró que pudiera tener suficiente impacto como para provocar cambios 
en la proteína. 
Se solicitó muestra para poder hacer el estudio el RNA mensajero, con la intención de evaluar si 
la variante causaba algún efecto en el mismo, pero en ninguno de los dos casos nos remitieron 
la muestra solicitada. 
Los pacientes no presentaban una elevación de los biomarcadores 7-CC ni QT, solamente uno 
de ellos mostraba una ligera elevación del biomarcador CCL18/PARC. La sintomatología clínica 
de los dos pacientes tampoco presentaba rasgos comunes, ya que uno de ellos era una mujer 
en edad geriátrica con sintomatología neurológica, el otro era un neonato con clínica visceral 
(Tabla 5.2.5). Ambos sujetos siguen vivos en la fecha de presentación de este proyecto. 
ID 
Demográficos Biomarcadores Sintomatología 
Sexo Edad CCL18/PARC QT 7-CC Visceral Neurológica Psiquiátrica 
1 ♀ 80 164,00 92,00 <2,00 No Distonía Depresión 
2 ♂ 0,1 0,13 22,00 22,90 Esplenomegalía No No 
Tabla 5.2.5. Descripción demográfica, niveles de biomarcadores y sintomatología clínica de los sujetos con variantes 
en NPC2. 
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5.2.1.3 Estudio de las variantes detectadas en el gen NPC1 
De los 180 individuos analizados, dieciocho (9,90%) de ellos no presentaba ninguna variante 
respecto a la secuencia salvaje del gen NPC1. 
Diez de ellos presentaban dos variantes conocidas, asociadas a patogenicidad en heterocigosis, 
y nueve una única variante patogénica también en forma heterocigota. De estos, cinco 
presentaban una variante de significado incierto que, en tres casos, ha podido ser reclasificada 
como patogénica. Además, uno de los sujetos estudiados presentaba una deleción homozigota 
de una base, variante no descrita hasta el momento y otro una deleción homozigota del exón 1 
del gen NPC1 (Figura 5.2.5). 
En total se observaron 64 variantes, 41 de las cuales se localizaban en región exónica y por lo 
tanto podían afectar a la secuencia de la proteína (Figura 5.2.6) y el resto se ubicaban en los 
intrones pudiendo tener efecto a nivel de ayuste de la secuencia del mRNA. Según la información 
recogida a fecha 11 de noviembre de 2017 en la base de datos ClinVar o la literatura publicada, 
17 de ellas  eran benignas, 5 variantes de significado incierto, 23 patogénicas y para las 19 
restantes no existía información sobre su efecto en la base de datos o existían conflictos en la 
interpretación del mismo. 
 
Figura 5.2.5 Esquema con los resultados del análisis de las 180 secuencias de NPC1. 
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5.2.1.3.1  Variantes con efecto neutral 
Las muestras analizadas presentaron un total de 17 variantes publicadas en las bases de datos 
como benignas o posiblemente benignas (Tabla 5.2.6).  
La frecuencia descrita para estas variantes y la observada en nuestro estudio no mostró 
diferencias estadísticamente significativas, excepto para las variantes 
NM_00271.3:c.1947+14G>T cuya frecuencia era inferior a la esperada según las bases de datos 
consultadas, y NM_00271.3:c.1947+16dupG cuya frecuencia era mucho menor que la esperada 
según 1000 genomas (0,26% vs 16%) pero coincidía con la del CIBERER. 
Tres de estas variantes no se habían descrito previamente en población ibérica según la base de 
datos 1000 genomas, aumentando esta cifra hasta seis si nos referimos a la población española 
control utilizada en el registro de variantes del CIBERER.  
  
Figura 5.2.6 Estructura de la proteína NPC1. En color azul se muestran las posiciones de reconocimiento de 
esteroles, y en color naranja la región SSD. Con el fondo verde se identifican las variantes benignas, en naranja 
las de significado incierto y en rojo se identifican las posiciones observadas con cambios asociados a 
patogenicidad. Adaptación de Davies and Ioannou, J Biol. Chem. 275:24367-74 (2000). 
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Variante Frecuencia  proyecto 
Frecuencia publicada 
CIBERER 1000 genomas 
NM_000271.3:c.-238C>G 20,00% NA 16,00% 
NM_000271.3:c.-22A>C 6,67% NA 3,00% 
NM_000271.3:c.387T>C 15,56% 19,00% 17,00% 
NM_000271.3:c.463+19A>G 0,83% 0,60% 1,00% 
NM_000271.3:c.644A>G 34,72% 32,10% 36,00% 
NM_000271.3:c.1300C>T 0,28% NA 0,00% 
NM_000271.3:c.1926G>C 58,89% 62,90% 36,00% 
NM_000271.3:c.1947+8G>C 0,83% NA 0,00% 
NM_000271.3:c.1947+14G>T 0,28% 42,30% 1,00% 
NM_000271.3:c.1947+16dupG 0,28% NA 16,00% 
NM_000271.3:c.2073G>A 0,28% 0,60% 2,00% 
NM_000271.3:c.2514+6C>T 0,28% NA 0,00% 
NM_000271.3:c.2572A>G 44,72% 43,10% 45,00% 
NM_000271.3:c.2793C>T 43,06% 43,10% 45,00% 
NM_000271.3:c.2911+28T>C 45,56% 42,90% 45,00% 
NM_000271.3:c.3754+34A>G 41,39% 42,60% 46,00% 
NM_000271.3:c.3797G>A 5,56% 5,61% 3,00% 
Tabla 5.2.6. Variantes con efecto  neutral según los datos publicados en ClinVar. Se describe la frecuencia 
observada en nuestra población y las frecuencias publicadas para población española e ibérica. NA: Datos 
no publicados 
Se realizó un test de chi cuadrado para comprobar si las variantes observadas se encontraban 
en equilibrio de ligamiento, detectando que NM_000271.3:c.-22A>C, c.1926G>C y c.2793C>T no 
presentaban este equilibrio (p<0,05), pero solamente una de ellas se vio asociada un incremento 
en la concentración de quimiocina CCL18/PARC en aquellos sujetos que también presentaban 
una variante asociada a patogenicidad (test de Kruskal-Wallis; p<0.05).  
La mayor parte de estas variantes se encuentran localizadas fuera del tercer bucle luminal y de 
las regiones transmembrana 9-13 (Figura 5.2.6). 
5.2.1.3.2 Variantes con efecto patogénico 
Se observaron 23 variantes patogénicas (Tabla 5.2.7), ya sea descrita en la base de datos ClinVar 
o en la literatura. La mayoría de estas variantes no tienen frecuencia poblacional descrita.  
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Variante Frecuencia  proyecto Publicación 
NM_000271.3:c.352-353delAG 0,59% Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10 
NM_000271.3:c.467T>C 0,29% Pyle (2015) Brain 138, 276 
NM_000271.3:c.530G>A 0,88% Ribeiro (2001) Hum Genet 109, 24 
NM_000271.3:c.1114C>T 0,29% Fernandez-Valero (2005) Clin Genet 68, 245 
NM_000271.3:c.1420C>G 0,29% Jesús (2013) Parkinsonism Relat Disord 19, 916 
NM_000271.3:c.1554-1009G>A 0,59% Rodríguez-Pascau (2009) Hum Mutat 30, E993 
NM_000271.3:c.1990G>A 0,29% Park (2003) Hum Mutat 22, 313 
NM_000271.3:c.2324A>C 0,88% Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373 
NM_000271.3:c.2665G>A 0,29% Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10 
NM_000271.3:c.2746_2748delAAT 0,29% Macías-Vidal (2011), Clin Genet 80, 39 
NM_000271.3:c.2747A>G 0,29% Lario (2016), Med Clin 146,11 
NM_000271.3:c.2826G>T 0,29% Ribeiro (2001) Hum Genet 109, 24 
NM_000271.3:c.2830G>A 0,29% Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373 
NM_000271.3:c.3019C>G 0,29% Greer (1999) Am J Hum Genet 65, 1252 
NM_000271.3:c.3175C>T 0,29% Fernandez-Valero (2005) Clin Genet 68, 245 
NM_000271.3:c.3182T>C 0,29% Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10 
NM_000271.3:c.3289G>A 0,29% Millat (2005) Mol Genet Metab 86, 220 
NM_000271.3:c.3317T>C 0,29% Macías-Vidal (2011), Clin Genet 80, 39 
NM_000271.3:c.3349dupC 0,29% Macías-Vidal (2011), Clin Genet 80, 39 
NM_000271.3:c.3451G>A 1,11% Garver (2010) J Lipid Res 51, 406 
NM_000271.3:c.3493G>A 0,29% Sun (2001) Am J Hum Genet68, 1361 
NM_000271.3:c.3672C>G 0,29% Fernandez-Valero (2005) Clin Genet 68, 245 
NM_000271.3:c.3718G>A 0,29% Runz (2008) Hum Mutat 29, 345 
Tabla 5.2.7. Variantes con efecto patogénico según los datos publicados en ClinVar o en HGMD. Se 
describe la frecuencia observada en nuestra población y la publicación donde se describe su 
patogenicidad. 
La variante patogénica NM_000271.3:c.3182T>C es la más frecuente según lo publicado para 
población europea tanto en la literatura como en la base de datos NPC-db2, en cambio en 
nuestro grupo de estudio es NM_00271.3:c.3451G>A la variante patogénica más común. La 
primera se localiza en el tercer bucle intralisosomal, mientras que la más frecuente en nuestro 
estudio lo hace en el onceavo dominio transmembrana. 
La mayor parte de las variantes patogénicas detectadas se localizan a partir del tercer bucle 
intralisosomal (Figura 5.2.6). 
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5.2.1.3.3 Variantes con efecto incierto 
Se observaron 5 variaciones puntuales cuyo efecto se definía como de significado incierto en la 
base de datos ClinVar, y otras 19 para las que se desconocía el efecto o existían conflictos entre 
varias publicaciones. 
Se analizó la frecuencia de las diferentes variantes observadas en las bases de datos publicadas 
y en nuestra población (Tabla 5.2.8), además todas ellas se analizaron mediante predictores 
bioinformáticos utilizando en todos los casos Human Splicing Finder para valorar si la variante 
alteraba el patrón de ayuste, MutPred1 si la variante provocaba un cambio aminoacídico y 
FATHMM-MKL si la sustitución tenía lugar en región codificante pero no modificaba la secuencia 
de la proteína. Siempre que fue posible también se utilizaron predictores de estabilidad proteica 
(Tabla 5.2.9). 
  Frecuencia proyecto 
Frecuencia publicada 
CIBERER 1000 genomas (IBS) 
NM_000271.3:c.58-3601G>A 11,67% NA 64,00% 
NM_000271.3:c.385delT 0,56% NA NA 
NM_000271.3:c.612C>T 0,56% 0,20% 0,00% 
NM_000271.3:c.665A>G 0,83% 0,40% 0,00% 
NM_000271.3:c.882-40T>A 1,11% 1,10% 0,00% 
NM_000271.3:c.1554-880C>G 36,67% NA 36,00% 
NM_000271.3:c.1554-681C>T 3,33% NA 3,00% 
NM_000271.3:c.1554-74A>G 0,56% NA NA 
NM_000271.3:c.1554-57G>A 0,28% NA 0,00% 
NM_000271.3:c.1654+58T>C 0,83% NA 0,00% 
NM_000271.3:c.1757delA 0,28% NA NA 
NM_000271.3:c.1758-21A>G 0,28% NA 0,00% 
NM_000271.3:c.1947+90T>C 11,94% NA 16,00% 
NM_000271.3:c.2269G>A 0,28% NA NA 
NM_000271.3:c.2428G>T 0,56% 1,10% 0,00% 
NM_000271.3:c.2567T>C 0,28% NA NA 
NM_000271.3:c.2711G>A 0,28% NA NA 
NM_000271.3:c.2911+72C>T 1,67% 1,60% 1,00% 
NM_000271.3:c.3331C>T 0,28% 0,60% 0,00% 
NM_000271.3:c.3477+14C>T 0,56% NA NA 
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  Frecuencia proyecto 
Frecuencia publicada 
CIBERER 1000 genomas (IBS) 
NM_000271.3:c.3561G>T 0,56% 0,20% 1,00% 
NM_000271.3:c.3591+35C>T 0,56% NA 0,00% 
NM_000271.3:c.3592-70T>C 0,83% 1,50% 2,00% 
NM_000271.3:c.3717C>T 0,28%  NA 0,00% 
Tabla 5.2.8. Variantes con efecto de significado incierto o sin efecto descrito según los datos publicados 
en ClinVar. 
Se describe la frecuencia observada en nuestra población y en las bases de datos. NA: variante no anotada en la 
base de datos 
Variante 
Resultados predictores "in silico" 
HSF MutPred1 
FATHMM-
MKL 
iMutant2 DUET 
NM_000271.3:c.58-3601G>A NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.612C>T SI NA SI NA NA 
NM_000271.3:c.665A>G SI SI SI Desestabiliza Estabiliza 
NM_000271.3:c.882-40T>A NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.1554-880C>G NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.1554-681C>T NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.1554-74A>G NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.1554-57G>A NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.1654+58T>C NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.1757delA SI NA NA NA NA 
NM_000271.3:c.1758-21A>G NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.1947+90T>C NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.2269G>A SI SI SI Desestabiliza Desestabiliza 
NM_000271.3:c.2428G>T NO NO NO Desestabiliza Desestabiliza 
NM_000271.3:c.2567T>C NO SI SI Desestabiliza Desestabiliza 
NM_000271.3:c.2711G>A SI SI SI Estabiliza Estabiliza 
 M_000271.3:c.2911+72C>T NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.3331C>T SI NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.3477+14C>T NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.3561G>T SI NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.3591+35C>T NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.3592-70T>C NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.3717C>T SI NA SI NA NA 
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Tabla 5.2.9. Resultado del estudio de predictores "in silico" para las variantes de significado incierto. NA: 
no analizable. SI: con efecto en el ayuste. NO: sin efecto en el ayuste. 
 
Tres de estas variantes (NM_000271.3:c.387delT, c.1654+58T>C y c.3592-70T>C) se encuentran 
en desequilibrio de ligamiento. No se observaron diferencias estadísticamente significativas que 
asocien a dos de estas variantes (NM_000271.3:c1654+58T>C y c.3597-70T>C) con los valores 
de biomarcadores o con la sintomatología clínica que presentaban los sujetos a estudio (p<0,05). 
La tercera variante en desequilibrio de ligamiento (NM_000271.3:c.387delT) resultó presentar 
un efecto patogénico como se explica en el apartado 5.2.2.1.4 de esta tesis. 
La mayoría de estas variantes se localizan en región intrónica, aquellas que se localizan en región 
exónica (Figura 5.2.6) son mayoritariamente, aunque no todas, sustituciones sinónimas que no 
afectan a la secuencia aminoacídica de la proteína.  
Una de estas variantes detectadas, la NM_000271.3:c.665A>G presenta controversia sobre su 
efecto, ya que se ha descrito como patogénica en algunas publicaciones pero también como 
benigna. Esta variante codifica para el cambio NP_000262:p.Asn222Ser causante de la pérdida 
de un lugar de N-glicosilación. 
En el siguiente apartado se describe como algunas de estas variantes de significado incierto han 
podido reclasificarse en variantes patogénicas o benignas. 
5.2.2 Evaluación del efecto de variantes de significado incierto 
Como se ha comentado en el apartado anterior, a partir del análisis de las 180 secuencias, se 
detectaron 25 variantes de significado incierto y una deleción del exón 1 no publicada hasta el 
momento. Para diez de estas conseguimos realizar una ampliación del estudio para poder 
caracterizarlas, cuatro de ellas han resultado ser variantes asociadas a patogenicidad y las otras 
seis han demostrado ser variantes sin efecto. A continuación se describen los resultados. 
5.2.2.1 Descripción de nuevas variantes patogénicas 
A continuación, se describen las variantes observadas, no descritas previamente y cuyo efecto 
es patogénico. 
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5.2.2.1.1 NM_000271.4:c.2567T>C  (NP000262:p.Val856Ala) 
El trabajo que se presenta a continuación se publicó en la revista Neurología, en agosto de 2017. 
(Manuscrito 3). 
La paciente de 26 años y etnia bereber presentaba disartria, hipomimia facial, parálisis de la 
mirada vertical, bradicinesia global con mioclonias y marcha atáxica. El NPC-SI de la paciente era  
de 104. Se determinaron los biomarcadores para EDL presentando valores por encima del rango 
normal en los tres (CT, CCL18/PARC y 7-CC) y se secuenciaron los genes NPC1 y NPC2, 
observándose dos variantes en heterocigosidad en el gen NPC1. Una de ellas descrita 
previamente (NP000262:p.Ile1061Thr), y la otra una variante no registrada hasta el momento 
(NP000262:p.Val856Ala). 
Para confirmar que la paciente no presentaba otra patología se descartaron la enfermedad de 
Gaucher, NP-A/B y DLAL mediante la determinación de actividades enzimáticas. 
Se realizó el estudio bioinformático de la nueva variante, se analizó mediante MutPred1 y 
PredictSNP1 que la consideraron posiblemente patogénica. Del mismo modo se utilizaron los 
predictores de estabilidad proteica DUET y i-Mutant2 que indicaron una disminución de la 
entropía en la proteína (Tabla 5.2.10).  
Tabla 5.2.10. Predicciones de efecto para las dos variantes que presenta la paciente. Se han utilizado los 
predictores para región codificante mejor valorados en el apartado de resultados 4.3.1 y dos  predictores 
de estabilidad 
 
  MutPred1 PredictSNP1 
DUET  
(G) 
i-Mutant2 
(G) 
NP000262:p.Val856Ala 0,731 51% patogénica -1,457 Kcal/mol -2,05 Kcal/mol 
NP000262:p.Ile1061Thr 0,95 87% patogénica -1,044 Kcal/mol -2,15 Kcal/mol 
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Mediante Clustal Omega se comparó la variante con las secuencias para el gen NPC1 en 30 
especies, observando que se trataba de una región altamente conservada (Figura 5.2.7), incluso 
más conservada que la posición de la otra variante patogénica que portaba la paciente. 
Figura 5.2.7 Alineamiento de parte de la secuencia de NPC1 entre diferentes especies. Imagen superior: 
Alineamiento de la nueva variante (p.Val856Ala), esta se encuentra remarcada con el fondo en color. 
Imagen inferior: Alineamiento de la variante ya conocida presentada por el paciente (p.Ile1061Thr), 
igual que antes se encuentra remarcada en color. 
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Finalmente, se realizó un estudio estructural, mediante el programa informático Swiss PDB 
Viewer v 4.1.0 (Instituto de Bioinformática Suizo, acrónimo en inglés SIB) solapando la estructura 
de la proteína salvaje con la estructura de la proteína con las variantes de la paciente, trabajando 
con la estructura registrada en el Protein Data Bank en 2016 con referencia 3JD8 (Figura 5.2.8). 
 
El mismo programa permite analizar la energía correspondiente a cada aminoácido, observando 
nuevamente una disminución en la entropía tanto para la variante conocida como para la que 
se describe en este apartado (Tabla 5.2.11). 
Residuo 
Enlaces  
covalentes 
Ángulos Torsión 
Corrección 
ángulos 
van der Waals 
Electro 
estática 
Entropía 
total 
856 Val 0,688 1,168 2,366 0,400 99999904 -2,690 99999904 
856 Ala 0,321 0,484 2,295 0,353 25640 -2,240 25642 
1061 Ile 1,329 1,301 3,564 0,332 36 -10,000 33 
1061 Trh 0,747 1,273 2,553 0,220 -18 -16,680 -30 
Tabla 5.2.11. Energía calculada por SwissProtViewer para cada aminoácido posible en la secuencia de 
nuestro paciente. Se observa una clara disminución de la energía total para las dos posiciones cuando el 
paciente presenta las variantes patogénica. 
 
Según los estudios realizados, las guías del Colegio Americano de Genética Medica reclasificarían 
la variante como patogénica [176]. 
Figura 5.2.8 Estructura de la proteína NPC1 realizada con Swiss-PDBViewer. (A) Estructura de referencia 
utilizada (3JD8). (B) Aminoácidos modificados. En color amarillo se muestra la estructura solapante entre el 
aminoácido original y el variante, en color verde la región del aminoácido original que se diferencia del 
aminoácido variante. 
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5.2.2.1.2 NM_000271.4:c.1757delA (NP000262:p.Glu586Glyfs*6) 
El paciente en el que se observó esta nueva variante, reclasificada como patogénica era un varón 
de 22 meses de edad con hepato-esplenomegalia y afectación del sistema nervioso. Según la 
puntuación del NPC-SI para menores de 4 años, el paciente presentaba un alto riesgo de padecer 
NP-C. 
Los tres biomarcadores plasmáticos presentaron valores elevados, por lo que se procedió a 
secuenciar los genes asociados a NP-C, observándose en NPC1, además de múltiples variantes 
conocidas sin efecto en la proteína y de alta frecuencia en la población, las variantes 
NM_000271.4:c.1575delA (NP000262:p.Glu586Glyfs*6) y NM_000271.4:c.2746_2748delAAT 
(NP000262:p.Asn916del) en heterocigosidad. Esta última se encuentra descrita con efecto 
patogénico en la bibliografía [177], mientras que la segunda no está registrada en ninguna de 
las bases de datos utilizadas tanto de variantes generales como en bases de datos específicas de 
NP-C. 
Siguiendo el mismo esquema de trabajo que para la variante descrita en el apartado anterior, 
mediante determinación de actividades enzimáticas se descartó la presencia de otras 
enfermedades lisosomales con sintomatología compartida (EG, NP-A/B y DLAL), y se procedió a 
realizar el estudio bioinformático de la nueva variante. 
Dado que se trata de una variante de cambio de marco de lectura el predictor MutPred1 no 
permite analizarla correctamente, ya que sólo interpreta el efecto del cambio de aminoácido (la 
glicina por el glutámico). Para los cambios de marco de lectura y generación de codón de parada 
la consideración general es que su efecto siempre es patogénico, dado que proteína de menor 
tamaño no pueden ser totalmente funcionales y por lo tanto no existe una gran variedad de 
predictores, por este motivo la disponibilidad de predictores bioinformáticos es escasa.  
Se utilizaron los predictores SIFT, PROVEAN y Variant Effect Predictor. Los dos últimos indicaron 
que se trata de una variante que provoca un desplazamiento en el marco de lectura, sin dar más 
detalles al respecto. SIFT proporcionó la misma información, mostrando además que esta 
variante provocaba una pérdida de aminoácidos a partir del 592, y una activación de los 
mecanismos de degradación del RNA mediante mutación terminadora, de modo que esta 
secuencia de menor tamaño es eliminada y no se sintetiza proteína. 
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No se analizaron los predictores de estabilidad proteica dado que solo permiten el estudio de 
sustituciones aminoacídicas y no de pérdida de aminoácidos en la secuencia. 
Siguiendo con el estudio como en el aparatado 5.2.2.1.1 se procedió a la comparación 
filogenética para asegurar que en otros organismos la proteína más pequeña, de tan solo 592 
aminoácidos no era la forma funcional, observando en el análisis que ningún organismo tenía la 
glicina en la posición del glutamato ni terminaban la secuencia en esta región (Figura 5.2.9.). 
Para terminar el estudio se analiza la estructura tridimensional de la proteína salvaje 
comparándola con la forma variante. Esta forma, en caso de sintetizarse, perdería 11 dominios 
transmembrana, y la región de reconocimiento de esteroles, relacionada con la homeostasis del 
colesterol (Figura 5.2.10). 
  
Figura 5.2.9 Alineamiento de parte de la secuencia de NPC1 entre diferentes especies. La región marcada 
corresponde a la posición 586, pudiendo apreciar su gran conservación y que en ningún caso aparece una 
glicina en esta posición. 
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El estudio mediante secuenciación Sanger del RNA de este paciente mostró nuevamente las 
variantes observadas, y analizando la secuencia por codones se observó la aparición de un codón 
de parada con inicio en la posición NM_000271.4:c.1772. 
La cuantificación de la expresión del gen NPC1 mostró una expresión normal de mRNA. 
5.2.2.1.3 NM_000271.4:c.2711G>A (NP000262:p.Gly904Glu) 
La variante NM_000271.4:c.2711G>A (NP000262:p.Gly904Glu) fue detectada en forma 
heterocigota en un sujeto del que solamente se pudo analizar la secuencia genética ya que 
remitieron DNA y no sangre completa.  
Mediante secuenciación Sanger de los genes NPC1 y NPC2, se observó una heterocigosis 
compuesta por la variante que se presenta y la variante NM_000271.4:c.3175C>T 
(NP000262:p.Arg1059Ter) publicada como variante patogénica a causa de la formación de un 
codón de parada a falta de más de 200 aminoácidos para completar la proteína [178]. 
Figura 5.2.10 Estructura de la proteína NPC1.  Imagen A: Proteína salvaje con los aminoácidos afectados 
marcados. Imagen B: En color verde se superpone la proteína que se formaría por la sustitución E586G. 
Imagen C: Detalle de la sustitución aminoacídica, en amarillo la zona común entre los dos aminoácidos y 
en verde la región exclusiva del glutámico 
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El diseño de la estructura tridimensional de la proteína,con la nueva variante y no teniendo en 
consideración la deleción presente en el otro alelo, mostró que la nueva variante es mucho 
mayor, por lo que confiere mayor rigidez a la proteína en una región donde no debería tenerla 
(Figura 5.2.11.) 
El estudio bioinformático para predecir el efecto de la nueva variante detectada se realizó 
mediante MutPred1 obteniendo un riesgo de patogenicidad del 57%. El estudio de estabilidad 
realizado mediante i-mutant2 también mostró una ligera disminución de la energía libre de 
Gibbs de la proteína variante respecto a la forma salvaje (-0.11 Kcal/mol) mientras que DUET 
indicaba un incremento de la estabilidad proteica debido a este cambio (0.733 Kcal/mol). El 
estudio filogenético confirmó una alta conservación del aminoácido modificado no 
observándose esa sustitución en ninguna de las especies analizadas y existiendo variaciones en 
esa posición sólo en las especies más alejadas como la Drosophila melanogaster, Trichinella 
spiralis o Anthopleura aureoradiata (Figura 5.2.12.). 
  
Figura 5.2.11 Estructura de la proteína NPC1. Imagen A: Proteína completa con los dos cambios que 
presenta el sujeto marcados. Imagen B: Detalle de la sustitución aminoacídica, en amarillo la zona común 
entre la secuencia salvaje y la variante y en verde la región presente únicamente en la forma variante 
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. 
5.2.2.1.4 NM_000271.4:c.385delT (NP000262:p.Tyr129Metfs*13) 
Variante detectada en un varón de dos años que presentaba una esplenomegalia de 13cm y una 
grave encefalopatapía. Se realizó la secuenciación del gen NPC1 observándose en 
homozigosidad la variante no descrita c:385delT que provoca un corrimiento en el marco de 
lectura y genera un codón de parada a 13 aminácidos del cambio. 
Dado que la alteración generada no es un cambio aminoacídico ni una alteración en el ayuste 
fisiológico su efecto no pudo analizarse “in sílico”, pero sí pudo hacerse el diseño tridimensional 
de la proteína delecionada (Figura 5.2.13). El estudio conservacional no se consideró relevante 
ya que la proteína truncada es demasiado pequeña para ser funcional, ya que no presenta 
ninguna de las regiones transmembrana y pierde gran parte de la región de unión de colesterol 
y transferencia del mismo al lisosoma.  
El análisis de la secuencia de RNA confirmó la presencia de la variante, y la cuantificación del 
exón 9 del gen NPC1 mediante qPCR no detectó una disminución en la expresión de la misma. 
Figura 5.2.12 Alineamiento de parte de la secuencia de NPC1 entre diferentes especies. La región marcada 
corresponde a la posición 904. 
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5.2.2.1.5 Deleción del promotor y el exón 01 del gen NPC1 (NP000262:p.X) 
Esta variante se presentaba en forma homocigota en una niña de dos años que presentaba una 
severa afectación neurológica. Fue remitida desde otro centro, sin estudio genético, tras haber 
intentado tratarla con Miglustat® (Actelion, Suiza) y con ciclodextrinas (Vtesse, Maryland, USA) 
que debieron ser retiradas a causa de la baja tolerancia al tratamiento. Actualmente ha sido 
excluida del ensayo con Arimoclomol® (Orphazyme, Dinamarca) por no cumplir los criterios de 
inclusión. 
Se realizó la secuenciación de los genes NPC1 y NPC2 en gota de sangre seca, obteniendo dos 
variantes descritas como benignas en homozigosidad en el gen NPC1 y ninguna variante 
respecto a la secuencia salvaje en NPC2, pero el fragmento formado por la región 5’UTR y el 
exón 1 de NPC1 no logró amplificarse. Tras repetir el estudio en DNA obtenido a partir de sangre 
total con el mismo resultado se amplió varias veces la región a analizar. El extremo 3’ se delimitó 
dentro de la región del intrón 1 pero el 5’UTR no conseguimos delimitarlo, observándose una 
deleción de más de 7 kb.  
5.2.2.2 Conversión de variantes de significado incierto a variantes 
benignas 
Las variantes NM_000271.3:c.882-40T>A, NM_000271.3:c.1554-74A>G y NM_000271.3:c.1758-
21A>G no presentan un efecto descrito en la base de datos ClinVar, y su frecuencia poblacional 
es inferior al 1% (Tabla 5.2.12). Así mismo las variantes NM_000271.3:c.612C>T y 
Figura 5.2.13 Estructura de la proteína NPC1. Imagen A: Proteína completa. Imagen B:  Marcado en color 
azul la proteína que se sintetizaría a causa de la variante 
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NM_000271.3:c.3717C>T se presentan en las bases de datos como variantes de significado 
incierto. 
 
  Efecto ClinVar 
  
Frecuencia 
proyecto 
Frecuencia publicada 
  CIBERER 1000 genomas 
NM_000271.3:c.612C>T 
Conflicto de 
interpretación 
0,56% 0,20% 0,00% 
NM_000271.3:c.882-40T>A NA 1,11% 1,10% 0,00% 
NM_000271.3:c.1554-74A>G NA 0,56% NA NA 
NM_000271.3:c.1758-21A>G NA 0,28% NA 0,00% 
NM_000271.3:c.3717C>T VUS 0,28% NA 0,00% 
Tabla 5.2.12.Frecuencia de las variantes analizadas. El significado de estas variantes ha pasado de ser 
desconocido a ser neutral. NA: No se observa la variante en la población analizada . 
Todas ellas se analizaron mediante predictores “in sílico” para valorar si la substitución 
aminoacídica producida o la alteración de la secuencia se podían considerar como teóricamente 
patogénicas obteniendo como resultado una posible patogenicidad para las variantes 
NM_000271.3:c.612C>T y NM_000271.3:c.3717C>T presentando las dos últimas un posible 
efecto sobre el ayuste de la secuencia (Tabla 5.2.13). 
Variante 
Resultados predictores "in silico"  
HSF SROOGLE MutPred1 FATHMM-MKL iMutant2 DUET 
NM_000271.3:c.612C>T SI 
 
NA SI NA NA 
NM_000271.3:c.882-40T>A NO NO NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.1554-74A>G NO 
 
NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.1758-21A>G NO 
 
NA NO NA NA 
NM_000271.3:c.3717C>T SI  NA NO NA NA 
Tabla 5.2.13. Efecto teórico de la variante analizada según diferentes predictores. 
Mediante secuenciación Sanger se analizó la secuencia del cDNA con intención de valorar la 
presencia de inserciones o deleciones de material genético en el mRNA, no observándose 
diferencias respecto a la forma de ayuste canónica en ninguno de los casos. 
Finalmente, se cuantificó la expresión de mRNA para confirmar que no existiera una disminución 
del mismo provocada por un mecanismo de degradación del RNA mediante mutación 
terminadora, observando en todos los casos la misma expresión que en la población control. 
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5.2.3 Otros factores que pueden regular la expresión de NPC1 
5.2.3.1 Estudio del exoma de candidatos a padecer NP-C 
Se estudió el exoma completo de 11 sujetos con clínica sugestiva de NP-C y una única variante 
patogénica en heterocigosidad en el gen NPC1 o al menos, un biomarcador elevado. Solamente 
6/11 (54,54%) presentaban información sobre el acúmulo de colesterol en el lisosoma detectado 
mediante tinción por filipina, siendo positiva en todas ellas (Tabla 5.2.14). 
ID 
Fenotípo 
clínico 
Variante detectada 
(NM_000271 / 
NP_000262) 
Filipina 
Biomarcadores 
Qt 
(nmol/mL/h) 
CCL18/PARC 
(ng/mL) 
7-CC (ng/mL) 
1 Visceral c.3662delT (p.L1241X) Clásica 53 123 34,3 
2 Neurológico c.2324A>C (p.Q775P) Clásica 167 198 <2 
3 Neurológico c.1351G>A (p.E451K) Variante 771 550 258 
4 Neurológico c.665A>G (p.N222S) NA 73 156 32,5 
5 Neurológico c.665A>G (p.N222S) Variante 67 87 18 
6 Neurológico c.882-40T>A Variante 100 32 <2 
7 Neurológico c.2911+72C>T Variante 29 101 <2 
8 Neurológico c.467T>C (p.M156T) NA 65 84 28,5 
9 Visceral c.2324A>C (p.Q775P) NA 119 158 104 
10 Visceral c.2324A>C (p.Q775P) NA 0 203 423 
11 Visceral c.3451G>A (p.A1151T) NA 573 157 201,5 
Tabla 5.2.14. Descripción de los pacientes incluidos en el estuio de reguladores de la expresión de NPC1.  
NA: variante no analizada 
En primer lugar se realizó un estudio individual para cada uno de los sujetos, con la intención de 
descartar la presencia de otras patologías con sintomatología concomitante, de este modo se 
realizó el diagnóstico de 4 de sujetos que presentaban otras patologías. Las variantes genéticas 
observadas asociadas a estas patologías se confirmaron mediante secuenciación Sanger, 
utilizando los iniciadores descritos en el apartado 4.1.4.2 de materiales y métodos. 
De este modo el sujeto 01 fue diagnosticado de Esferocitosis Hereditaria por presentar una 
variante en heterozigosidad en el gen ANK1 (NM_020476.2:c.5097-34C>T). Esta enfermedad 
presenta un patrón de herencia autosómico dominante, y la variante se ha asociado a formas 
leves, con la esplenomegalia y una leve esferocitosis como características principales [179] 
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El sujeto 03 fue diagnosticado de Enfermedad de Niemann Pick tipo A/B por presentar dos 
variantes asociadas a patogenicidad en heterocigosidad el gen SMPD1 
(NM_000543.4:c.1177T>C y NM_000543.4:c.1829_1831delGCC) [180,181]. Esto explicaría la 
elevación de todos los biomarcadores así como el fenotipo neurológico que presentaba el 
paciente. 
En el sujeto 04 se detectó una variante en forma homocigota en el gen POLG 
(NM_002693.2:c.2243G>C), que se asocia a la enfermedad de SANDO y explicaría la 
sintomatología neurológica del paciente [182]. Mutaciones en este gen se han asociado a formas 
de la enfermedad sin afectación del tejido muscular. 
Finalmente, el individuo 05 mostró en homocigosidad una variante en el gen SPG7 
(NM_003119.3: c.1529C>T) asociada a Paraplejía espástica [183]. Esta enfermedad presenta un 
patrón de herencia autosómica recesiva y una sintomatología neurológica que correspondía 
exactamente con el fenotipo que presentaba nuestro paciente. 
A continuación, se analizaron los 7 individuos restantes, pero no se observaron variantes 
conocidas asociadas a patogenicidad y que fueran comunes en todos ellos ni analizando el grupo 
completo ni dividiéndolo en función de la presencia/ausencia de sintomatología neurológica. 
Tampoco se observó una presencia diferencial de variantes frecuentes entre estos sujetos y los 
4 afectos de otras enfermedades. 
5.2.3.2 Relación de miR33a con la enfermedad de NP-C 
Se analizó la secuencia del pri-miR-33a en los 7 individuos que no fueron diagnosticados de otras 
patologías. 
El análisis mediante secuenciación Sanger identificó dos variantes en heterozigosidad en uno de 
los individuos a estudio. Las variantes se identificaron según la secuencia de referencia para el 
miR33a, siendo NR_029507.1:n.-245T>C la común en dos pacientes y NR_029507.1:n.-15C>T.  
Ambas variantes se encuentran fuera de la región de referencia del miR33a y presentan una 
elevada frecuencia poblacional, por lo que se consideró que su efecto no era relevante en la 
expresión de miR33a.   
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A pesar de esa consideración, se realizó un estudio bioinformático para evaluar su posible 
efecto, en este caso, no se pudieron utilizar los predictores mejor valorados para región 
codificante ya que no se sintetiza una proteína, y tampoco los predictores de ayuste ya que una 
forma alternativa del mismo provocaría un cambio en la proteína SBREF2 y no en el miR33a. Por 
ese motivo FATHMM-MKL fue utilizado, ya que permitía introducir una secuencia genética en 
lugar de una sustitución aminoacídica, pero no consideró las variantes observadas como 
posiblemente patogénicas (Tabla 5.2.15).  
VARIANTES  FATHMM-MKL 
NR_029507.1:n.-245T>C  0,09585 
NR_029507.1:n.-15C>T 0,20561 
Tabla 5.2.15. Predicciones de efecto para las dos variantes detectadas próximas a la región del miR33a. 
Se estudió el nivel de expresión del gen NPC1 en el sujeto que presentaba variantes, con la 
finalidad de observar si existía una desregulación de la expresión del mismo, pero no se 
observaron diferencias respecto a la expresión cuantificada en los controles analizados (Figura 
5.2.14).  
Figura 5.2.14 Cuantificación de la expresión de NPC1. No se observan diferencia en la expresión de NPC1 
entre el paciente que presenta las variantes en el primiR33a y los controles 
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6.1 DETECCIÓN Y SEGUIMIENTO DE LA ENFERMEDAD 
El diagnóstico precoz es el propósito para el diagnóstico de cualquier enfermedad, pero es 
primordial en aquellas con una grave y progresiva afectación y para las que disponemos de un 
tratamiento, ya sea este más o menos eficaz. 
En el caso de la enfermedad de Niemann Pick tipo C, al igual que para todas las enfermedades 
de baja frecuencia, llegar al diagnóstico es aún más complejo, ya que, como hemos referido en 
la introducción, su sintomatología solapa con un gran espectro de enfermedades mucho más 
comunes y que, por lo tanto, suelen descartarse antes de considerar la enfermedad de Niemann 
Pick tipo C. 
En los pacientes que se detecta una trombocitopenia y esplenomegalia sin causa aparente, lo 
más frecuente en nuestro medio es sospechar la presencia de una neoplasia hematológica, la 
frecuencia global de las cuales es muy superior a la de la enfermedad de Niemann Pick tipo C, 
por ejemplo teniendo en consideración solamente la de los linfomas no Hodgkin, su frecuencia 
mundial es de 1/16.666 habitantes, en lugar de la 1/45.454 que es la frecuencia estimada más 
elevada para la enfermedad de Niemann Pick tipo C [12,184]. Si el síntoma psiquiátrico es un 
trastorno esquizofrénico, tampoco tiende a pensarse que pueda ser derivado de una 
enfermedad de baja frecuencia. Es por este motivo que los algoritmos de sospecha clínica, como 
el índice de sospecha, sean una herramienta crucial [31,105]. Sin embargo en este trabajo se ha 
mostrado como un indicador poco efectivo. Este índice de sospecha presenta una muy baja 
especificidad, pero, en realidad lo que se pretende generalizando su uso es obtener una alta 
sensibilidad, de forma que, aunque se estudie y plantee el diagnóstico diferencial con la 
enfermedad de Niemann Pick tipo C en muchos casos, es muy poco probable que un afecto se 
escape si la herramienta y los test consiguientes se realizan correctamente. 
En esta línea, también es importante descartar rápidamente la presencia de la enfermedad una 
vez se plantea la posibilidad. Por este motivo hemos introducido en nuestro protocolo de 
estudio de sospechas de enfermedad de depósito lisosomal el test de resistencia osmótica 
eritrocitaria que supone una buena herramienta ya que de forma rápida, sencilla y económica 
permite descartar la presencia de una lipidosis, aunque al igual que ocurre con la sospecha 
clínica, seguimos observando un considerable número de falsos positivos aunque este se reduce 
respecto al detectado por el índice de sospecha (90% vs 60% de falsos positivos).  
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Para determinar la utilidad de la predicción combinada con los biomarcadores quitotriosidasa, 
la quimiocina CCL18/PARC y el oxisterol 7-cetocolesterol, en este estudio hemos demostrado 
que la combinación de los tres nos proporciona una alta sensibilidad (100%), por lo que en el 
protocolo de cribado se reduce la necesidad de confirmación mediante secuenciación pacientes 
con una sospecha de enfermedad, en nuestro caso solamente se habrían secuenciado un 8.3% 
de las sospechas registradas.  
Los resultados que hemos obtenido del estudio de biomarcadores y la combinación de ellos 
coinciden con los resultados previamente publicados en 236 sospechas de Niemann Pick tipo C 
[108]. A pesar de que los valores de los biomarcadores en nuestro estudio son algo superiores y 
los puntos de corte que establecemos para considerar la positividad del biomarcador algo más 
bajos, los dos estudios coinciden en que el incremento en los niveles de los tres biomarcadores 
permite identificar con una alta fiabilidad a los afectados de enfermedad de Niemann Pick tipo 
C [108]. Hammerschmidt et al. analizan biomarcadores en el momento del diagnóstico de la 
enfermedad de Niemann Pick tipo C mostrando unos niveles de actividad quitotriosidasa en 
población sana con un rango superior similar a la estimada en nuestro laboratorio, pero un rango 
inferior muy por debajo, posiblemente porque no corrigen sus resultados en base al estudio 
genético del gen CHIT1 [112]. A pesar de su gran sensibilidad y especificidad para discernir entre 
afecto y sano, esta última se reduciría sensiblemente si incluimos en el estudio otras 
enfermedades de depósito lisosomal, ya que la triada de biomarcadores alterados también 
puede detectarse en el déficit de lipasa ácida lisosomal o en la enfermedad de Niemann Pick 
tipos A/B [185]. 
Por lo tanto, el algoritmo que proponemos para el diagnóstico ante la sospecha clínica de 
enfermedad de Niemann Pick tipo C consiste en realizar el test de resistencia osmótica 
eritrocitaria para acotar falsos positivos y determinar los biomarcadores para reducirlos aún 
más. Solamente los pacientes que muestren una mayor resistencia osmótica y positividad para 
la determinación de estos serán candidatos a la determinación genética en busca de las 
variantes causales de la enfermedad. 
No solamente el diagnóstico de la enfermedad es un punto crucial para estos pacientes sino la 
posibilidad de poder disponer de herramientas objetivas para el seguimiento y para valorar la 
eficacia del tratamiento también es importante. En este punto consideramos que las mejores 
herramientas de las que disponemos son los biomarcadores que se utilizan para el diagnóstico, 
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a pesar de la escasa bibliografía que se encuentra sobre monitorización bioquímica de pacientes 
afectos de esta enfermedad. Además en las referencias bibliográficas tienden a utilizar el 
colestano 3,5,6-triol, un oxisterol similar al utilizado en nuestro estudio en lugar del 7-
cetocolesterol, observando una marcada disminución del mismo tras el inicio del tratamiento 
con miglustat [112].  
Existen oxiesteroles más específicos de afectación neurológica, como el 24(S)-hidroxicolesterol 
para el que se ha observado un incremento progresivo en respuesta al tratamiento con 
ciclodextrinas [186]. La asociación de este oxisterol con la afectación neurológica en enfermedad 
de Niemann Pick tipo C se realizó tras conocer que se encontraba disminuido en enfermedades 
neurológicas como el Parkinson, Alzheime, etc. [187] por lo que no es necesario seguir 
encontrando vinculaciones entre estas enfermedades para explorar nuevos biomarcadores más 
eficientes que aquellos de los que disponemos actualmente, sobre todo para la afectación 
neurológica que es la peor monitorizada.  
Respecto al test de resistencia osmótica eritrocitaria, se ha probado que los valores se 
normalizan con el tratamiento en afectos por déficit de lipasa ácida lisosomal, pero no 
disponemos de suficientes determinaciones tras el inicio del tratamiento en pacientes afectos 
de enfermedad de Niemann Pick tipo C.  
Las condiciones fisiopatológicas por las que se ven alterados la mayoría de biomarcadores están 
bien esclarecidas, quitotriosidasa y CCL18/PARC son marcadores de inflamación secretados por 
los macrófagos activados por lo que su concentración se encuentra elevada  en cualquier 
enfermedad que produzca una inflamación crónica, siendo dos buenos biomarcadores para las 
lipidosis ya que parte de su sintomatología se debe a fenómenos inflamatorios pero no son unos 
biomarcadores específicos [114,188]. Los oxisteroles son productos derivados de la oxidación 
del colesterol y existe cierta discrepancia sobre cuál es el más indicado para su determinación. 
Múltiples estudios utilizan el colestano 3,5,6-triol, pero en este trabajo se ha preferido 
trabajar con el 7-cetocolesterol ya que su determinación está bien establecida en nuestro 
laboratorio. La elección sobre cuál de los oxisteroles se ponía a punto se basó en la existencia 
de un estándar interno deuterado comercial disponible para el 7-cetocolesterol pero no para el 
colestano 3,5,6-triol.  
Desconocemos los mecanismos fisiopatológicos por los que observamos una alteración en la 
resistencia osmótica eritrocitaria y no existe literatura que vincule la enfermedad de Niemann 
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Pick tipo C ni otras enfermedades de depósito lisosomal con esta alteración. Varias hipótesis 
podrían justificar la mayor resistencia osmótica eritrocitaria que presentan los pacientes afectos 
de lipidosis, en este estudio se ha descartado que se deba a una alteración en la concentración 
de colesterol en la membrana, hipótesis que se sostenía en el hecho de que en el déficit de lipasa 
ácida lisosomal y en la enfermedad de Niemann Pick tipo C existe una disfunción en el transporte 
intracelular del mismo y en el conocimiento de que las membranas de fibroblastos de afectos 
de enfermedad de Niemann Pick tipo C presentan una menor concentración de colesterol [189].  
Otras hipótesis podrían justificar el incremento en la resistencia eritrocitaria. Una de ellas es la 
mayor activación macrofágica que presentan los afectos de esta enfermedad; esta activación, 
demostrada por el incremento en los niveles de CCL18/PARC, produciría un incremento en el 
cociente de aclaramiento eritrocitario que se compensaría con una mayor producción de 
eritrocitos y por lo tanto aparece una disminución en la vida media de los mismos [190]. La 
mayor tasa de eritoricitos “jóvenes” y más resistentes sería la explicación a los resultados que 
hemos obtenido [191]. Para comprobar esta hipótesis sería necesario analizar la cifra de 
reticulocitos de estos pacientes, que debería estar incrementada y medir la actividad 
macrofágica de las células de Kupffer, responsables del aclaramiento eritrocitario. 
Otra opción, cuyo fin es el mismo que en el supuesto anterior, una mayor tasa de renovación 
eritrocitaria, sería que esta se debe a que la afectación de hígado y bazo provocan una mayor 
erosión celular y por lo tanto, para compensar la concentración eritrocitaria y volveríamos a 
necesitar una mayor generación de los mismos. En este caso, la cifra de reticulocitos también 
estaría incrementada, pero detectaríamos la misma alteración en la resistencia en pacientes con 
afectación hepática por causas no inflamatorias, como la cirrosis alcohólica o infecciones virales. 
Estas dos teorías pierden fuerza dado que otras enfermedades de depósito lisosomal, como las 
mucopolisacaridosis, que también cursan con un incremento de la actividad macrofágica y con 
afectación de hígado y bazo no muestran valores alterados en la resistencia osmótica 
eritrocitaria respecto a sujetos normales (datos propios no publicados). 
Siguiendo con hipótesis que puedan explicar los resultados obtenidos en el test de hemólisis, 
otra posible explicación es el incremento de oxisteroles intracelular. Como se ha comentado en 
la introducción la alteración en la concentración de iones calcio, junto con otros factores, 
provoca una disfunción en la producción de ATP en las mitocondrias y un incremento en la 
generación de especies oxigeno reactivas por lo que existe una mayor síntesis de derivados 
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oxidados de las sustancias de acúmulo. La alteración en la homeostasis del calcio se ha 
comprobado en fibroblastos de nuestros pacientes, ya que estos presentan una alteración en la 
función de los canales KCa3.1, unos canales de potasio localizados en la membrana celular que 
se encuentran regulados por la concentración de iones calcio [192], esta alteración favorece la 
formación de especies oxigeno reactivas que a su vez interaccionan con los acúmulos en el 
interior de la mitocondria y del lisosoma, provocando la formación de oxisteroles y otros 
derivados oxidados. Los oxisteroles son unos potentes reguladores de la eriptosis y por lo tanto 
tienen una influencia directa en la muerte eritrocitaria [193] además actúan regulando la 
distribución lipídica de la membrana interaccionando en la formación de los balsas lipídicas 
[100]. Dado que la desregulación del sistema provoca una mayor eriptosis inducida por el triol y 
el 7-cetocolesterol, para mantener el número de hematíes circulantes es necesaria una mayor 
síntesis de estos y por lo tanto, podríamos detectar un incremento en la cantidad de 
reticulocitos. Una manera de probar esta hipótesis sería analizar la cantidad de especies oxigeno 
reactivas que se forma en nuestros pacientes e intentar correlacionarla con el incremento en la 
resistencia eritrocitaria, esto se ha intentado hacer de forma indirecta pero no se ha observado 
una correlación entre la cantidad del oxisterol 7-cetocolesterol y la resistencia osmótica 
eritrocitaria. 
Uno de los soportes de la implicación de la homeostasis iónica, es el hecho de que tanto la 
inhibición del canal KCa3.1, cuya función está regulada por el ion Ca2+, como la mayor resistencia 
osmótica se dan en pacientes de otras enfermedades de depósito lisosomal como la enfermedad 
de Gaucher o la enfermedad de Fabry, con la limitación de que se ha estudiado en otros tipos 
celulares, (datos no publicados). Además, la inhibición “in vitro” de este canal en los hematíes, 
provoca una mayor fragilidad, ya que esta no puede ser compensada por la activación de la 
eritropoyesis como suponemos que ocurre “in vivo” (datos no publicados). Esto apoyaría que 
implicación de la homeostasis iónica y la posible implicación de los derivados de la oxidación de 
sustancias de acúmulo, pero no de los oxisteroles en concreto ya que estos no se encuentran 
elevados en las otras patologías comentadas. 
Hasta la publicación de las recomendaciones diagnósticas del año 2017, el “gold standard” para 
el diagnóstico de la enfermedad de Niemann Pick tipo C era el estudio de acúmulo de colesterol 
mediante tinción por filipina [102]. Esta técnica actualmente, no se puede decir que este en 
desuso ya que sigue incluida como técnica complementaria en el algoritmo diagnóstico, pero si 
ha quedado relegada a un segundo plano dado los avances en secuenciación. La necesidad de 
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una biopsia de piel, obtenida por una técnica invasiva, además de la tardanza en obtener 
resultados a causa de la necesidad de esperar a que crezcan los cultivos celulares “in vitro”, 
sumado a la falta de un método objetivo para cuantificar el acúmulo hace que sea una técnica 
mucho más compleja que el estudio genético [107]. Además, se trata de una técnica poco 
específica ya que se han detectado casos positivos para la tinción de acúmulo de colesterol en 
otras enfermedades, no necesariamente de depósito lisosomal (gangliosidosis, lesiones 
ateroescleróticas o Alzhéimer entre otras) [194–196]. Por estos motivos, esta técnica no se ha 
incluido en el presente trabajo, ni siquiera para validar las variantes de significado incierto, 
aunque no se debe menospreciar su utilidad para valorar el acúmulo de colesterol en modelos 
celulares, ya que su capacidad para validar variantes de significado incierto o su capacidad para 
definir la presencia/ausencia de enfermedad en aquellos casos en que  los otros estudio son 
inconcluyentes sigue vigente en las guías publicadas en abril de 2018 [197]. 
 
6.2 ESTUDIO GENÉTICO DE LA ENFERMEDAD 
Como en todas las enfermedades genéticas conocer las variantes causales de las mismas es 
fundamental para el diagnóstico de pacientes e identificación de portadores y es importante 
para poder hacer un buen consejo genético, pero en aquellos casos, como la enfermedad de 
Niemann Pick tipo C en los que no existe la posibilidad de un diagnóstico bioquímico preciso, un 
correcto diagnóstico genético no es importante sino imprescindible. 
Una de las primeras decisiones que deben tomarse ante este estudio es que tipo de muestra se 
analizará, si se realiza el estudio en DNA genómico como realizamos en este trabajo o si se 
trabaja a partir de cDNA como realizan en muchas de las publicaciones sobre la enfermedad de 
Niemann Pick tipo C [177,198–200]. En caso de elegir trabajar a partir de cDNA es necesario 
tener en consideración que se trata de un material mucho más delicado que el DNA y su 
degradación es mucho más rápida. En este proyecto, dado que las muestras no se han recogido 
en el mismo centro de análisis y la extracción tampoco podía realizarse inmediatamente después 
de la recepción de la muestra se ha preferido trabajar con un material más resistente. Además, 
si los transcritos no tienen proporciones equitativas podemos encontrarnos que al realizar una 
amplificación exponencial, el transcrito minoritario no sea detectado. 
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Otro de los grandes puntos a tener en consideración cuando se realizan estudios genéticos es la 
aparición de variantes cuyo significado se desconoce, un problema que se agrava cuando se 
trabaja con enfermedades con una sintomatología que solapa con la de tantas otras 
enfermedades, la pregunta que se plantea en estos casos es si la variante detectada es 
realmente causante de la enfermedad o si el paciente tiene otra enfermedad y nuestra nueva 
variante es benigna. Por este motivo y dado que una caracterización funcional de las variantes 
detectadas requiere un tiempo del que normalmente el paciente no dispone ya que se ha 
probado que el tratamiento es más eficiente cuando más precozmente se administra, disponer 
de buenos sistemas “in sílico” que nos permitan identificar la patogenicidad de las variantes es 
importante. 
En esta línea existen múltiples sistemas bioinformáticos que trabajan para predecir el efecto, 
tanto a nivel funcional como estructural de los cambios en la secuencia aminoacídica, y cada vez 
más, en la secuencia genética [201]. Estos predictores, normalmente entrenados mediante 
SwissVar se centran en la conservación de la secuencia entre especies y en las diferencias 
existentes entre los aminoácidos, pero cada vez más incluyen el efecto a nivel de conformación 
tridimensional y a nivel de interacciones inter-proteínas [202,203]. Generalmente los estudios 
que comprueban la eficacia de los predictores “in sílico” incluyen una gran cantidad de genes y 
generalizan el resultado [204] pero cuando se trabaja con una pequeña cantidad de genes es 
recomendable analizar cuál es el mejor predictor para ese grupo de genes en concreto  (Xavier 
de la Cruz Montserrat (ICREA), comunicación personal, 9 de diciembre de 2015).  
En relación con las enfermedades de depósito lisosomal no existe mucha bibliografía sobre la 
utilidad de estos predictores. Las publicaciones existentes incluyen menos predictores y no 
tienen en cuenta los genes afectados en la enfermedad de Niemann Pick tipo C. Una de ellas, 
centrada únicamente en el gen causal de la enfermedad de Fabry analiza tres predictores, dos 
de los cuáles se incluyen en este trabajo y el otro estudio, trabaja con 7 predictores en 11 genes 
responsables de enfermedades de depósito lisosomal y señala Polyphen2 y PROVEAN como los 
mejores predictores [205,206]. Ninguno de estos estudios analiza la aplicabilidad de MutPred1 
ni de FATHMM que han resultado ser los que mejores predicciones dan en lo que a sustituciones 
aminoacídicas se trata, según nuestro estudio.  
Si como se ha comentado hay pocos estudios para validar los predictores de efecto en genes 
implicados en enfermedades de depósito lisosomal cuando tratamos de analizar variantes que 
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provocan un cambio aminoacídico, es mucho más complejo cuando se pretende analizar 
variantes en región intrónica que puedan estar afectando al mecanismo de ayuste. Hasta la 
fecha no se ha encontrado ningún estudio sobre estas variantes en genes relacionados con 
enfermedades de depósito lisosomal, pero los trabajos existentes relacionados con otras 
enfermedades muestran siempre una alta eficiencia de los predictores, siendo Splicing Finder 
(HSF) y Splice Site Prediction by Neural Network los más utilizados [207–209]. Estudios sobre el 
efecto de variantes en el ayuste en el gen CFTR, que codifica para la proteína transmembrana 
responsable de la fibrosis quística utiliza prácticamente los mismos predictores que nuestro 
estudio y presenta como mejores predictores HSF (coincidiendo con nuestro estudio) y, 
Automated Splice Site and Exon Definition Analysis (ASSEDA) [210], pero este último predictor 
no es de acceso público y por lo tanto no está incluido en nuestro estudio. 
Finalmente, el tercer punto que debe tenerse en cuenta antes de realizar un diagnóstico 
genético es el conocimiento que se tiene del gen a estudio en la población general. Dada la 
diversidad genética entre poblaciones es importante conocer la frecuencia de las variantes en 
aquella que se está estudiando para poder proporcionar una correcta asistencia a los pacientes, 
ya que el análisis de variantes patogénicas frecuentes es mucho más eficiente que el análisis del 
gen completo, y más en casos en que el gen es tan grande como NPC1 [211].    
El gen NPC2 es un gen poco variable del que solamente se han descrito 2 variantes posiblemente 
benignas ninguna de las cuales se considera frecuente en la población. Una de ellas se encuentra 
localizada en zona reguladora y la otra corresponde a una variante en región intrónica. Este 
estudio solamente ha detectado una variante en este gen, esta se considera variante de 
significado incierto en las bases de datos y según los estudios de 1.000 Genomas y ExAC, se trata 
de una variante frecuente en la población aunque en la población española incluida en el Spanish 
Variant Server o en nuestro trabajo, su frecuencia es menor. Adjudicarle un posible efecto a esta 
variante, igual que para cualquier otra es complejo, como hemos comentado en los resultados 
(apartado 4.2.1.2) en predictor “in sílico” Human Splicing Finder no considera que la variante 
tenga un efecto en el ayuste, además de que los pacientes muestran una presentación clínica 
muy diversa. En este caso sería de utilidad poder realizar un estudio de la secuencia del RNA 
mensajero y de la expresión de la isoforma canónica de la proteína pero esto no ha sido posible 
ya que, al tratarse de una variante presente en heterocigosidad en los dos pacientes no se 
disponía de argumentos diagnósticos para que la nueva muestra fuera autorizada. 
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Respecto a NPC1, a finales de Marzo de 2018 existen 70 variantes con efecto benigno o 
posiblemente benigno registradas en la base de datos ClinVar 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar, 25 de ellas con una frecuencia polimórfica en la 
población general, mientras que si nos centramos exclusivamente en población ibérica que es la 
estudiada en este trabajo, según la base de datos 1000 Genomas existen 28 variantes con una 
frecuencia superior al 1%, y según el CIBERER Spanish Variant Server, de las 76 variantes 
descritas en población general solamente 19 de ellas tienen una frecuencia polimórfica. En este 
estudio se han detectado 16 variantes frecuentes en la población, 10 de ellas están descritas 
como variantes benignas en las bases de datos y las otras, a pesar de considerarse variantes de 
significado incierto no tienen efecto patogénico ya que su frecuencia en la población general es 
demasiado elevada para poder ser una variante causal de una enfermedad de baja frecuencia. 
A pesar de que la frecuencia de las variantes en la población nos puede servir para descartar la 
patogenicidad de las mismas, no descarta que se traten de variantes moduladoras, un tema del 
que prácticamente no hay nada publicado. Una de las variantes más frecuentemente detectada 
en este estudio (NM_000271.4:c.2793C>G), a pesar de no provocar cambio aminoacídico genera 
una nueva posición donora de ayuste que, en una baja proporción del mRNA sintetizado provoca 
una forma de ayuste alternativa que codifica para una proteína truncada, por lo que a pesar de 
tener bajo impacto por la poca eficiencia de la nueva posición donora, podría estar actuando 
como modulador en la gravedad o presentación de la sintomatología [212]. El efecto de la 
presencia de esta variante en homocigosidad, junto con la presencia de una variante patogénica 
descrita se ha intentado estudiar en paralelo a este trabajo mediante el uso de iniciadores 
específicos que solamente deberían amplificar en presencia de la inserción intrónica que 
provoca la variante, sorprendentemente esta inserción se ha detectado en todos los sujetos 
analizados, tanto homocigotos para la forma minoritaria como para la forma salvaje, por lo que 
el estudio, que pretendía cuantificar en primer lugar la cantidad de mRNA que presentaba la 
variante y a continuación la cantidad de proteína funcional, no ha podido completarse aún. 
En el análisis realizado en este trabajo a 180 sospechas de enfermedad de Niemann Pick tipo C, 
se observaron tres variantes en baja frecuencia, publicadas como variantes benignas, que no 
estaban descritas en población ibérica. Además, se describieron 24 variantes de significado 
incierto, 6 de ellas presentaban una elevada frecuencia en la población por lo que deberían pasar 
a considerarse variantes no causales de enfermedad. Estas variantes de efecto desconocido 
deberían analizarse para comprobar si tienen un efecto patogénico o por el contrario son 
sustituciones neutrales pero no existe literatura que contemple el posible efecto de estas 
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variantes ya que en la mayoría de publicaciones se tratan variantes polimórficas o patogénicas 
pero no se tienen en consideración aquellas cuyo efecto se desconoce. Por este motivo, en este 
trabajo se analizaron las 24 variantes mediante predictores de efecto “in sílico” encontrando 
que 4 de ellas podían tener un efecto patogénico mediante la mayoría de predictores utilizados, 
de estas una de ellas presenta una elevada controversia sobre su patogenicidad. La variante 
NM_000271.3:c.665A>C provoca la sustitución de una asparagina por una serina, perdiendo una 
posición de glicosilación en la proteína variante. La proteína NPC1 presenta en su extremo N-
terminal cuatro asparraginas que se glicosilan y la pérdida de una única posición no provoca una 
deslocalización de la proteína ni una pérdida de función de la misma por lo que el cambio en la 
secuencia no se considera lo suficientemente grave como para ser causal de enfermedad, aún 
así, en 2003 esta variante fue publicada como patogénica por Park et al. y se ha relacionado con 
la enfermedad en otras publicaciones, normalmente asociada a fenotipos viscerales 
[14,57,62,213]. 
De forma complementaria al estudio “in silico” se pretendía analizar cambios en el RNA 
mensajero de estas variantes de significado incierto, en busca de alteraciones en el patrón de 
ayuste, pero a causa de la baja disponibilidad de muestra sólo pudieron analizarse cuatro 
variantes, tres de ellas localizadas en región intrónica, para las que no se detectó ninguna 
alteración en la secuencia transcrita de la misma. Tras este estudio se cuantificó la cantidad de 
RNA detectado en las muestras y se comparó con el expresado en controles para poder 
asegurarnos de que no existiera una disminución en su expresión que pudiera estar 
enmascarando un efecto deletéreo de las variantes, detectando la misma cantidad de RNA 
mensajero en los portadores de estas sustituciones que en población control. Por este motivo, 
en este estudio consideramos que la evidencia de la que disponemos actualmente permite 
reclasificar estas variantes como neutrales para la enfermedad de Niemann Pick tipo C. A pesar 
de las evidencias de las que disponemos, sería ideal encontrar un sujeto portador de estas 
variantes en homocigosidad y sin fenotipo clínico para poder confirmar los resultados que 
hemos obtenido, o poder diseñar células modificadas genéticamente que presentasen estas 
variantes, también de forma homocigota, en las que cuantificar la expresión de biomarcadores 
y de la proteína, así como el acúmulo del colesterol para poder clasificar completamente el 
efecto de las variantes de significado incierto detectadas en la secuenciación. La mayoría de 
publicaciones que otorgan efecto a variantes de significado desconocido lo realizan mediante 
aproximaciones “in silico”, estudio de la secuencia y expresión del RNA mensajero y mediante 
estudio “in vitro” con células modificadas portadoras de las variantes a estudio, pero en todos 
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los casos las variantes que se pretende identificar son patogénicas y están asociadas a sujetos 
con fenotipos clínicos [214–216] . 
Gracias a la presencia de estos fenotipos clínicos y de los estudios “in silico” ha resultado mucho 
más fácil reclasificar aquellas variantes de significado desconocido o no publicadas hasta la fecha 
a las que se les ha asociado un efecto patogénico. En este trabajo se presentan 5 nuevas 
variantes causales de enfermedad no descritas previamente detectadas en el gen NPC1, una de 
ellas es una deleción parcial del gen que provoca que no se sintetice la proteína, otras dos son 
variantes que provocan un codón de parada y por lo tanto una proteína de menor tamaño que 
no presenta la región de identificación de esteroles. Las dos variantes restantes provocan un 
cambio aminoacídico en el tercer bucle transmembrana, la región con más variantes 
patogénicas de la proteína. En los cinco casos, la región que presenta la variante se encuentra 
altamente conservada entre especies y en cuatro, obtuvimos RNA para poder validar la 
presencia de la variante y cuantificar la expresión del gen. Para las variantes que generan 
codones de parada o sustituciones aminoacídicas es posible que la síntesis de RNA mensajero 
no se vea afectada y el defecto se detecte únicamente a nivel proteico, respecto a la deleción 
parcial del gen una posible justificación para la detección de expresión es que la selección de 
sondas ha sido inadecuada, ya que los exones 9 y 24 también se observan en isoformas no 
funcionales, transcritas a partir del exón 6 del gen [46]. Una técnica que nos permitiría detectar 
el efecto de las variantes que generan codones de parada o para la deleción del gen, sería 
cuantificar la proteína mediante Western Blot, esta técnica también nos permitiría confirmar la 
patogenicidad de las sustituciones aminoacídicas si estas provocan un plegamiento incorrecto 
de la proteína y por lo tanto una mayor degradación de esta, pero no sería de utilidad si lo que 
generan es una pérdida de función [63,217]. El mejor sistema sería, igual que en la validación de 
variantes benignas, el diseño de cultivos celulares “in vitro” con la variante a estudio en 
homocigosidad y sin ninguna otra variante respecto a la secuencia salvaje. Aunque como ya se 
ha comentado anteriormente, la mayoría de variantes que se describen se basan casi 
exclusivamente en la presentación clínica y bioquímica del paciente, sin hacer confirmación in 
vitro del efecto descrito [218,219]. 
Volviendo al estudio poblacional de las variantes detectadas, observamos que en la población 
española que se ha estudiado la variante causal más frecuente no coincide con la publicada en 
la literatura (NM_00271.4:c.3451G>A y NM_00271.4:c.3182T>C respectivamente) [49]. Esto se 
puede justificar mediante dos mecanismos, el primero sería la existencia de un efecto fundador 
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en nuestra población ya que nuestra frecuencia de la variante NM_00271.4:c.3451G>A alcanza 
frecuencias de variante polimórfica (1.11%). También es posible que la elevada frecuencia que 
detectamos en nuestra población se deba a un sesgo del estudio, ya que se ha trabajado con 
sospechas de la enfermedad por lo que la frecuencia de variantes causales puede ser superior a 
la de la población general. Esta elevada frecuencia nos puede llevar a plantear la posibilidad de 
iniciar el estudio genético con la evaluación de esta variante mediante la técnica de 
polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción (RFLP), pero bajo porcentaje de 
población homocigota provoca que el estudio completo del gen NPC1 siga siendo necesario y 
por lo tanto esta incorporación solamente produciría una demora en el diagnóstico. 
A pesar de la descripción de nuevas variantes asociadas a patogenicidad e incluso aunque 
consideramos como causales todas las variantes de significado incierto detectadas, existe 
aproximadamente un 1% de sujetos con sintomatología clínica pero sin diagnóstico genético 
[102]. En estos casos, si no se pueden diagnosticar mediante la ampliación de técnicas 
propuestas en el algoritmo diagnóstico (estudio de RNA mensajero y MLPA) podría ser de 
utilidad el uso de paneles de genes que permitan estudiar aquellos que se asocian al fenotipo 
clínico de la enfermedad de Niemann Pick tipo C, incluyendo otras enfermedades de depósito y 
enfermedades asociadas al fenotipo visceral y al neurológico, incluyendo las cuatro que se han 
diagnosticado mediante el estudio del exoma presentado en este trabajo. En este caso 
consideramos de mayor utilidad el uso de paneles definidos que el estudio del exoma a pesar 
de ser la técnica de elección en este proyecto, ya que a diferencia de en el trabajo presentado, 
lo que se pretende con estos paneles es reorientar el diagnóstico de los pacientes, descartando 
totalmente la presencia de otra patología antes de seguir profundizando en el estudio de la 
enfermedad de Niemann Pick tipo C. En esta línea ya existen múltiples paneles diseñados tanto 
por grupo de patología (paneles para detectar enfermedades de depósito lisosomal con 
tratamiento) como por sintomatología, existiendo paneles para esplenomegalias de origen 
incierto, ataxias, etc. [132,134]. 
Pero una vez descartado que se trate de otra patología, es necesario seguir profundizando y 
estudiando los mecanismos por los que estos pacientes manifiestan la enfermedad, para ello es 
importante investigar en los mecanismos epigenéticos que regulan la expresión de las proteínas 
NPC1 y NPC2 y comprobar que las modificaciones post-traduccionales se producen 
correctamente. Por ejemplo, una nueva estrategia para seguir estudiando el mecanismo 
patogénico sería comprobar el nivel de glicosilación de las proteínas NPC1 y NPC2.  
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Se ha observado que pacientes con un fenotipo similar al déficit de factor XII no presentan esta 
patología sino un trastorno de glicosilación congénito por el que esta proteína no se glicosila 
correctamente y por lo tanto no es completamente funcional [220]. Dado que in vitro se ha 
comprobado que la ausencia de glicosilación en las cuatro asparaginas del extremo N-terminal 
provoca un déficit de función en NPC1, sería interesante comprobar la presencia de esta 
alteración en estos casos sin diagnóstico genético [57]. 
Otra línea en la que seguir estudiando sobre los mecanismos genéticos de la enfermedad de 
Niemann Pick tipo C es estudiar los patrones de metilación de los genes responsables ya que 
estos pueden alterarse por mecanismos de estrés oxidativo  y se han detectado alteraciones 
tanto en otras enfermedades con sintomatología concomitante con la enfermedad de Niemann 
Pick tipo C como en el gen NPC1, sin haberse asociado a la enfermedad de Niemann Pick tipo C 
hasta el momento [53,221,222]. También, en la línea de los mecanismos reguladores es 
importante considerar la posibilidad de la implicación de otros miRNA, a pesar de que en este 
trabajo no se haya detectado implicación del miR33a es posible que esto se deba al bajo número 
de pacientes incluidos en el estudio, o a que sea otro el miRNA que se ve alterado en estos casos, 
por ejemplo miR33b que también actúa regulando el transporte de colesterol, aunque no sea 
mediante regulación de NPC1 [53]. 
Otros mecanismos que podrían afectar a la expresión de NPC1 o NPC2 son la presencia de 
variaciones del número de copias o de regiones Alu que provocasen duplicaciones o deleciones 
del gen, que normalmente deberían detectarse mediante MLPA, pero a veces esta detección es 
más compleja de lo esperado [223–225]. 
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Los objetivos de este proyecto se dividían en dos grandes bloques para mejorar el cribado de 
posibles pacientes e incrementar el conocimiento sobre las alteraciones genéticas presentes en 
la enfermedad de Niemann Pick tipo C. 
Las conclusiones, se dividirán del mismo modo, dando respuesta a cada uno de los objetivos 
propuestos: 
7.1 BLOQUE 01: ESTUDIOS PARA DETECTAR LA 
ENFERMEDAD 
1. Se ha desarrollado un nuevo sistema de cribado, mediante el test de resistencia osmótica 
eritrocitaria, para detectar pacientes con la enfermedad de Niemann Pick tipo C. Por eso 
proponemos un nuevo algoritmo diagnóstico que incluya esta prueba, rápida, fácil y 
económica, como un paso intermedio entre la evaluación clínica y la determinación de 
biomarcadores. De este modo, reducimos los tiempos de respuesta diagnóstica en los casos 
de negatividad para la enfermedad. 
2. Podemos hipotetizar el incremento de la resistencia osmótica eritrocitaria, por mediación de 
las alteraciones en la homeostasis del calcio y la mayor formación de especies reactivas al 
oxígeno. 
3. No hemos detectado alteraciones en la concentración de colesterol en la membrana 
eritrocitaria en los sujetos afectos de enfermedad de Niemann Pick tipo C a pesar de lo 
publicado en otros tipos celulares. 
4. La valoración combinada de los biomarcadores plasmáticos quitotriosidasa, quimiocina 
CCL18/PARC y 7-cetocolesterol muestra, en el presente trabajo, una sensibilidad del 100% y 
una especificidad del  98% para el diagnóstico de la enfermedad de Niemann Pick tipo C. 
7.2 BLOQUE 02: ESTUDIO GENÉTICO DE LA ENFERMEDAD 
DE NIEMANN PICK TIPO C  
5. La frecuencia de variantes detectada en nuestra población, con la limitación del tamaño de 
la muestra, no se corresponde a la observada en otras poblaciones europeas, ya que en este 
estudio es NM_000271.3:c.3182T>C la variante asociada a patogenicidad más frecuente.  
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6. Se han observado tres variantes, NM_000271.3:c.1300C>T, c.1947+8G>C y c.2514-6C>T no 
descritas en población ibérica. La frecuencia de estas variantes es inferior al 1% pero no se 
asocian a patogenicidad según la información de las bases de datos. 
7. Las variantes de significado incierto detectadas en NPC1 y NPC2 deben evaluarse mediante 
los predictores de efecto “in sílico” MutPred1 y FATHMM-MKL o Human Splicing Finder y 
SROOGLE en función de su localización, ya que son los más adecuados para estos genes.  
8. Las evidencias de las que disponemos actualmente nos permiten clasificar las variantes 
NM_000271.3:c.612C>T, c.882-40T>A, c.1554-74A>G, c.1758-21A>G, c.3717C>T como 
variantes neutrales para la enfermedad de Niemann Pick tipo C. Hasta el momento estas 
variantes no tenían un efecto asociado. 
9. Detectamos 5 variantes en el gen NPC1, no descritas hasta la elaboración de este proyecto, 
asociadas a patogenicidad. NM_000271.3:c.385delT, c.1757delA, c.2567T>C, c.2711G>A, y 
una la deleción de la región 5’UTR y del exón 01. Dos de ellas generan un codón de parada 
prematuro, otras dos un cambio aminoacídico en el tercer bucle luminal de la proteína y la 
última provoca la inexistencia de la proteína. 
10. El estudio realizado no detecta ninguna variante, no asociada a los genes NPC1 o NPC2, que 
pueda justificar el desarrollo de la enfermedad de Niemann Pick tipo C en aquellos sujetos 
portadores de una única variante patogénica en heterozigosidad. 
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